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Tradicionalmente los fotorreceptores animales se han dividido en 1-ciliados, que se hiperpolarizan 
con la luz  y transducen mediante una proteína Gt; y 2-rabdoméricos, que son despolarizantes y 
utilizan una proteína Gq. En ciertos moluscos existen fotorreceptores  hiperpolarizantes y ciliados, 
estos usan mecanismos novedosos para generar la foto-respuesta, pero detalles aún se desconocen. 
En esta tesis se buscó en la retina el bivalvo Pecten irradians la identidad molecular del fotopigmento 
implicado. Se utilizó el transcriptoma para diseñar primers y amplificar por PCR cDNAs que resultaron 
homólogos a una clase novedosa de rodopsinas putativas, posiblemente acopladas a proteínas Go. 
Extensión de los amplicones por RACE arrojó la secuencia codificante completa. Hibridación in situ 
permitió ubicar los transcritos en la capa distal de la retina. Un anticuerpo contra esta proteína 
localizó su presencia específicamente en la membrana de fotorreceptores ciliados.  El cDNA fue 
insertado en fusión con proteínas fluorescentes en vectores de expresión, y se demostró su expresión 
heteróloga en diversas líneas celulares. 
Palabras Clave: Pecten irradians, fototransducción, Scop2, células ciliadas, fotopigmentos. 
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Abstract 
 
Traditionally animal photoreceptors have been divided into 1-ciliary, which hyperpolarize in response 
to light and transduce via a Gt protein, and 2- rabdomeric, which are depolarizing and use a Gq 
protein. Some mollusks have hyperpolarizing ciliary photoreceptors that use novel mechanisms to 
produce a photo-response, but the details are still unknown. The molecular identity of the 
photopigment implicated was examined in the retina of the bivalve Pecten irradians. Using the 
transcriptome of Pecten retina, primers were designed to amplify by PCR, cDNAs which turned out to 
be homologous to a novel class of putative opsins, possibly coupled to Go proteins. RACE extensions 
of the amplicons yielded the complete coding sequence which we named pScop2. In Situ 
hybridization allowed the localization of the transcripts for pScop2 specifically in the distal layer of 
the retina. Antibodies raised against this opsin, located the protein specifically in the membrane of 
the ciliary photoreceptors. Finally, pScop2 cDNA was fused with fluorescent proteins in expression 
vectors and was successfully expressed in diverse cellular lines for future physiological experiments. 
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En los animales, existen ciertos tipos de células especializadas en detectar la luz. En todos los casos 
conocidos, la luz es absorbida por un fotopigmento compuesto de una proteína de siete dominios 
transmenbrana (una opsina) y  un cromóforo que generalmente es un derivado de la vitamina A (11-
cis retinal). La absorción de la luz por parte de la opsina, resulta en la foto-isomerización del 
cromóforo, lo cual a su vez  causa un cambio conformacional de la opsina que expone un dominio de 
interacción con proteínas G heterotriméricas, ubicado  en el segmento citoplasmático entre los 
dominios V y VI de la opsina (Terakita, 2005; Porter et al, 2011). La interacción entre la opsina y la 
proteína G facilita el intercambio de Guanosin difosfato (GDP) por Guanosin trifosfato (GTP; Kwok-
Keung y Stryer, 1980) en la  subunidad α (Gα) de la proteína G y su separación de las subunidades βγ 
(Gβγ). La Gα actúa como activadora de una cascada enzimática que modifica la concentración de un  
ligando intracelular capaz de estimular canales iónicos y así causar la modificación de las propiedades 
eléctricas de la membrana celular. Observaciones en los fotoreceptores ventrales de Limulus 
polyphemus, en las cuales se analizó la sensibilidad de la célula fotoreceptora, es decir cuál es la 
intensidad mínima de luz que una célula fotosensible es capaz de percibir, mostraron que un solo 
fotón de luz es capaz de causar una corriente eléctrica fácilmente detectable, la cual es mediada por 
la activación de miles de canales iónicos (Wong, 1978; Bicigalupo y Lisman, 1983).  Esto quiere decir 
que la foto-isomerización de un solo fotopigmento desencadena la producción  o la destrucción de 
múltiples moléculas de un mensajero bioquímico, los cuales son capaces de  interactuar con 
numerosos canales. Observaciones similares se han hecho en organismos que van desde los insectos 
(Lillywhite, 1997), moluscos (Nasi, 1991), anfibios (Baylor et al, 1979)  hasta los humanos (Hetch et al, 
1942; Rieke y Baylor, 1998), por lo tanto la noción de una cascada enzimática es totalmente necesaria 
para comprender los sucesos que ocurren durante la fototransducción. 
Tradicionalmente los fotorreceptores animales han sido clasificados en dos categorías. Esta 
clasificación se ha basado en: (1) la morfología de la región celular en donde se llevan a cabo los 
eventos de la fototransucción, (2) el tipo de proteína G involucrada,  (3)  la cascada bioquímica 
encargada de modificar las conductancia de la membrana (Arendt y Wittbrodt, 2001;  Arendt, 2003) y 
(4) la polaridad del potencial de receptor. Por un lado, en los fotorreceptores denominados ciliados, 
la región en la que se acomoda la maquinaria fotosensible es derivada de un cilio; la luz es absorbida 
por la rhodopsina, la cual interactúa con una proteína G; en el caso más ampliamente estudiado, es 
decir, los conos y bastones de la retina de los vertebrados, ésta ha sido denominada transducina 
(proteína Gt). Posteriormente la GTα puede difundir y activar una fosfodiesterasa (PDE) específica para 
Guanosin monofosfato cíclico (cGMP) promoviendo la hidrólisis del cGMP en 5’-Guanosin 
monofosfato (5’-GMP; Robinson et al, 1980) y causando un decremento en la concentración de cGMP 
que se mantiene alta en la oscuridad debido a la constante producción por una guanilato ciclasa de 
membrana (Pugh et al, 1997), la cual utiliza GTP como sustrato. En estas células existe una población 
de  canales catiónicos no selectivos activados por cGMP (Fesenko et al, 1985; Kolesnikov et al, 1987), 
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que por lo tanto tienden a permanecer abiertos en la oscuridad, permitiendo la entrada de sodio y 
calcio (Fesenko et al, 1985) y la salida de potasio. Esta corriente mixta, llamada corriente “oscura”, 
mantiene el potencial de membrana relativamente positivo. Cuando la luz es absorbida, la 
concentración de cGMP disminuye y el canal activado por cGMP se cierra; la conductancia de la 
membrana es entonces  dominada por los canales de fuga que son potasio-selectivos, y que llevan el 
voltaje de membrana hacia el potencial de equilibrio del potasio, es decir, lo hiperpolarizan. 
Por otro lado,  existen fotorreceptores en los cuales la maquinaria de fototransducción se localiza en 
estructuras derivadas de microvellosidades (rabdómeros). Por consiguiente, han sido bautizados 
fotorreceptores rabdoméricos. Cuando la luz llega al receptor, es absorbida por una rhodopsina que 
cambia de conformación e interactúa con una proteína G trimérica de tipo q (Gq; Nobes et al, 1991). 
La Gqα actúa como un activador de una fosfolipasa C (PLC) tipo β (McKay et al, 1995).  Ésta hidroliza 
Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) – un fosfolípido presente en la capa interna de la membrana 
celular -  en inositol trifosfato (IP3) y Diacil glicerol (DAG). El IP3 se difunde al retículo endoplasmático 
donde se liga a receptores que funcionan como canales de calcio permitiendo  la liberación de calcio 
de las reservas internas y por lo tanto un incremento en la concentración citosólica de calcio libre 
(Brown y Blinks, 1974). Finalmente, a través de un mecanismo que no ha sido enteramente dilucidado 
y que puede implicar Calcio (Payne et al, 1986) IP3 (Fein et al, 1984; Payne y Fein 1987) DAG o sus 
metabolitos (Gomez y Nasi, 1998) o inclusive el PIP2 mismo (Chyb et al, 1999; Gomez y Nasi, 2005a)  
se promueve la apertura de al menos un tipo de canal catiónico no selectivo, cuya apertura lleva a la 
despolarización del potencial de membrana. En pocas especies, como drosofila, estos canales han 
sido molecularmente identificados y pertenecen a una super-familia conocida como canales  tipo TRP 
(Transient Receptor Potential). Este canal permite la entrada  de sodio y calcio, que despolariza  este 
tipo de células. Sin embargo vale la pena resaltar que, aunque las características funcionales de la 
respuesta a la luz son parecidas en todos los fotorreceptores rabdoméricos que se han investigado,  
solo en la mosca de la fruta  se conoce  la identidad molecular del canal iónico responsable de la 
fotocorriente y no en todas las células de invertebrados  la  fotocorriente esta mediada, al menos en 
parte, por calcio. 
Un principio ampliamente aceptado en biología sensorial afirma que, estas dos clases de 
fotorreceptores están segregadas taxonómicamente: los ciliados serían prerrogativa de los 
vertebrados, mientras que los rabdoméricos se encontrarían solamente en los invertebrados (Eakin, 
1963). Este principio se basó en la comparación de micrografías electrónicas de las células 
fotorreceptoras en un número reducido de organismos (Eakin, 1963). Sin embargo estudios del los 
fotorreceptores de los metazoos más primitivos existentes, los cnidarios (que preceden la separación 
de vertebrados e invertebrados),  han mostrado que ambos diseños de fotorreceptores están 
presentes en estos animales: en algunas medusas los estados larvales de vida libre tienen 
fotorreceptores rabdoméricos (Nordstörm et al, 2003), mientras que en estados adultos sésiles hay  
receptores ciliados que parecen utilizar como mensajeros, nucleótidos cíclicos (Fain et al, 2010). La 
presencia de ambos linajes de fotorreceptores en taxa que preceden la separación protostomia-
deuterostomia es difícil de reconciliar con la supuesta segregación que hubiera ocurrido 
posteriormente,  tratándose de dos diseños evidentemente exitosos (prueba de ello es que han 
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sobrevivido hasta nuestros días). De hecho, observaciones que ponen en tela de juicio esta 
separación taxonómica habían surgido desde el principio del siglo XX. Varios anatomistas han descrito 
que en la retina del ojo de ciertos moluscos bivalvos de la familia de los Pectinidae coexisten dos 
capas de células que proyectan procesos que conforman el nervio óptico (Dankin 1910; Miller, 1958; 
Barber et al, 1966), tratándose de células morfológicamente muy diferentes, se propuso que podía 
tratarse de dos tipos  de fotorreceptores  (Dankin 1910). Estudios posteriores de estructura fina y 
microscopía electrónica en Pecten máximus permitieron mostrar que en la retina distal,  las células 
poseen apéndices con una disposición radial   9+0 de microtúbulos y por lo tanto se concluyó que se 
trataba  de cilios (Miller, 1958); en cambio  en la retina proximal de Pecten maximus, las células 
forman estructuras compuestas de múltiples microvellosidades, es decir, un rabdómero (Barber et al, 
1966). Hartline en 1938, mostró que las fibras nerviosas de las células proximales producían 
descargas neuronales cuando eran iluminadas (respuesta “ON”) mientras que, las fibras nerviosas de 
las células distales eran inhibidas durante la luz y solamente producían descargas cuando el estímulo 
lumínico terminaba (respuesta “OFF”) (Hartline, 1938). Ya que los análisis de microscopía electrónica 
no pudieron mostrar conexiones entre las células de la retina distal y las células de la retina proximal 
(Miller, 1958, Barber et al, 1966),  se pensó que la actividad eléctrica en respuesta a la luz se genera 
independientemente en las dos capas de células. En la década de los años 70, McReynolds y Gorman 
(McReynolds y Gorman, 1970) insertaron microelectrodos a distintas profundidades de la retina de P. 
irradians para medir el cambio de voltaje de membrana en células de ambas capas retínales en 
respuesta a un estímulo lumínico. Se obtuvieron dos tipos de respuesta: las células de la retina 
proximal se despolarizan mientras que las células de la retina distal se hiperpolarizan (McReynolds y 
Gorman, 1970); debido a las grandes diferencias en sensibilidad a la luz entre estos dos grupos de 
células,  estas observaciones dieron más fuerza a la noción de la existencias de dos tipos de 
fotorreceptores primarios. Más tarde, se midió el cambio de las corrientes de membrana bajo Voltaje 
clamp, en células enzimáticamente aisladas de la retina tanto de P. irradians como de Lima scabra: se 
pudo comprobar que las células ciliadas  generan corrientes de salida en respuesta a la luz (Gomez y 
Nasi, 1994a); en cambio, las rabdoméricas generan corrientes de entrada (Nasi 1991; Nasi y Gomez 
1992). Debido a que estas mediciones se llevaron a cabo en ausencia de toda conexión sináptica, se 
estableció definitivamente la existencia de fotorreceptores ciliados hiperpolarizantes en P. irradians, 
con lo cual la supuesta segregación de las dos clases de células visuales en vertebrados e 
invertebrados quedó invalidada.  Posteriormente se investigó la cascada de fototransducción de las 
células ciliares de P. irrandians: ni las modificaciones en la concentración de  calcio ni la aplicación de 
IP3 o de antagonistas del receptor de IP3 (como heparina y decanavanadato) mostraron efecto 
alguno sobre la respuesta a la luz; esto llevó a descartar un rol importante de la vía de los 
fosfoinositidos, la cual es crucial para la respuesta a la luz de las células rabdoméricas. En cambio,  la 
diálisis de cGMP o  de sus derivados poco hidrolizables como 8-Bromo-cGMP, mostraron activación 
de los canales iónicos que además son susceptibles a los mismos agentes farmacológicos (4-
aminopiridina, l-cis-diltiazem)  que los canales que median la fotocorriente en los bastones de 
vertebrados (Gomez y Nasi, 1994b; 1995, 1997). Estos estudios mostraron que el cGMP es el 
mensajero en la fototransducción en las células ciliares de P. irrandians. 
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Dado que las células de la retina distal de P. irradians (1) tienen estructuras derivadas de cilios, (2) se 
hiperpolarizan en respuesta a la luz y (3) usan cGMP como mensajero de la fototransducción, se 
pensó que este tipo de células eran los representantes del linaje de fotorreceptores ciliados en los 
invertebrados;  sin embargo  un análisis más detallado mostró que la situación es más compleja:  al 
medir como varía la resistencia eléctrica de membrana durante la fotorespuesta (superponiendo una 
perturbación de voltaje al potencial de mantenimiento)  se mostró  que, a diferencia de los conos y 
bastones de los vertebrados, se abren canales catiónicos en respuesta a la luz (Gomez y Nasi, 1994). 
Entonces la hiperpolarización del potencial de membrana se debe a que estos canales son potasio-
selectivos (Gomez y Nasi, 1994). Dado que estos canales son activados por cGMP, la implicación es 
que la luz debe incrementar la concentración de cGMP, contrariamente a los fotorreceptores ciliados 
convencionales, como los conos y bastones. A su vez, esto requiere una maquinaria enzimática 
diferente.  
Indicios de la existencia de elementos novedosos de foto-transducción se obtuvieron  en la especie 
cercana Patinopecten yessoensis, en la cual se pudo clonar una opsina novedosa (denominada Scallop 
Opsin 2, Scop2; Kojima et al, 1997). Ésta comparte los aminoácidos funcionales de los pigmentos 
visuales conocidos, por ejemplo, una lisina en la hélice VII encargados de formar el enlace con el 
cromóforo  (Kojima et al, 1997, Terakita 2005), pero su secuencia no muestra homología  significativa 
con el resto de opsinas; es más, el dominio de interacción con proteínas G de Scop2 es totalmente 
diferente al de las opsinas que señalizan a través de Gt y Gq (Kojima et al, 1997).  Estudios de 
cromatografía  en uno de los pocos  homólogos conocidos de Scop2, (una opsina acoplada a proteína 
Go del Anfioxo, Branchiostoma floride) probaron que esta proteína es capaz de ligar 11-cis-retinal 
(Koyanagi et al, 2002); esto puede indicar que Scop2 tiene la capacidad de enlazar un cromóforo y de 
absorber luz en el espectro de luz visible. 
Experimentos de inmunodetección e hibridación in situ mostraron que en la región distal  de la retina 
de P. yessoensis solo se expresa una proteína G de tipo o (Go) pero no se estableció su rol funcional 
(Kojima et al, 1997). Con el fin de esclarecer sí una proteína G estaba involucrada en el proceso de 
fototanduccion en las células ciliadas de P. irradias, se dializó un análogo lentamente hidrolizable de 
GTP (GTP-γ-S), el cual activa de una manera semi-irreversible las subunidades Gα de las proteínas G;  
se  produjo  una corriente similar a la de la respuesta a la luz. Por otro lado, un análogo lentamente 
hidrolizable de  GDP (GDP-β-S) inhibió la corriente evocada por estímulos lumínicos. Estas 
observaciones mostraron que la activación de una proteína G es necesaria durante la fotorrespuesta 
(Gomez y Nasi, 2000). La posible identidad del sub-tipo de proteína G implicado, se obtuvo mediante 
el uso de activadores de proteinas  Go/Gi como Mastorparan, un componente del veneno de avispa,  
que induce la disociación de GDP de la proteína G y su intercambio por GTP, activando la subunidad α 
de la proteína G (Higashijima et al, 1988). Estos péptidos indujeron una corriente con características 
funcionales y farmacológicas similares a las de la fotocorriente. Además,  inhibidores de proteínas  
Go/Gi como la toxina de Pertussis (producida por la bacteria Bordetella pertussis, la cual  ribosila con 
ADP la subunidad  α de la proteína G impidiendo su asociación con el receptor; Lotch y Antoine, 1995) 
suprimieron la  fotocorriente.  Por lo tanto, la proteína G involucrada en la fotorespuesta es 
probablemente de tipo o (Gomez y Nasi, 2000).  
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 El  advenimiento de las técnicas de secuenciación de alto rendimiento,  ha permitido la obtención de 
más de ochocientas secuencias de opsinas diferentes (Porter et al, 2011) y mediante análisis 
filogenéticos, estas secuencias se han podido ubicar en  cuatro grupos principales que contienen las 
ocho sub-familias de opsinas conocidas: en el primer grupo (opsinas tipo c), están las subfamilias de 
las encefalopsinas y las opsinas visuales y no visuales de vertebrados, como las de los conos y 
bastones; el segundo grupo está formado por las opsinas de Cnidarios (Cnidopsinas);  las opsinas 
visuales de invertebrados y la melanopsina forman el tercer grupo (opsinas tipo q); y por último, el 
cuarto grupo está formado por las subfamilias de las opsinas acopladas a proteinas Go (como Scop2), 
neuropsinas y peropsinas (Porter et al, 2011). Algo particular de la organización de las opsinas 
visuales en estos cuatro grupos es que parecen estar distribuidas de acuerdo al tipo de proteína G a la 
que se acoplan y por lo tanto el tipo de cascada de señalización que activan: Las opsinas del grupo C, 
se acoplan principalmente a una proteína Gt; las opsinas del grupo q interaccionan con una proteína 
Gq, las opsinas visuales del grupo cuatro se acoplan a Go y al menos una Cnidopisna, posiblemente 
involucrada en visión, interactúa con una proteína G tipo s (Koyanagi et al, 2008). Estos análisis 
filogenéticos parecen favorecer la idea de que, en los animales  existen más de dos tipos de cascadas 
de fototransducción.  
Todos estos datos sugieren la existencia de  una cascada de fototransducción novedosa, en la cual la 
luz es absorbida por Scop2, La cual activa una proteína Go. La proteína G desencadena entonces, una 
serie de eventos bioquímicos, los cuales conllevan al  incremento de la concentración de cGMP y a la 
apertura de canales potasio selectivos, hiperpolarizando el fotorrecceptor. No obstante hasta la 
fecha, no se ha probado de una manera concluyente que Scop2 es un fotopigmento funcional: por 
una parte, no se ha podido determinar su expresión a nivel de células identificadas  ni tampoco su 
capacidad de iniciar los eventos moleculares involucrados en la respuesta a la luz. Si no se resuelven 
estas incertidumbres, se  hace difícil entonces, aceptar la idea de una cascada de señalización 
novedosa. Esclarecer la existencia de un nuevo tipo de cascada de fototransduccion no solamente 
tiene implicaciones en entender como la naturaleza capta la información visual disponible sino que 
también puede modificar la forma en la que pensamos ha sucedido la evolución de los sistemas 
visuales en los animales. 
Con el fin de identificar, clonar y detectar la ubicación de Scop2, se decidió trabajar en el molusco 
Pecten irradias, ya que la morfología y fisiología de sus células fotorreceptoras ha sido ampliamente 
estudiada; además, recientemente fue secuenciado el transcriptoma de la retina del ojo de este 
animal,  brindando una oportunidad para identificar elementos moleculares novedosos, que pueden 
estar involucrados en la respuesta a la luz. Estas herramientas permiten establecer nexos entre las 
moléculas y las respuestas fisiológicas que tienen los fotoreceptores ante los estímulos lumínicos.  En 
este trabajo de tesis se muestra como se pudieron identificar los ortólogos de Scop2 en el 
transcriptoma de P. irradians mediante un acercamiento bioinformático; además se reporta la 
obtención de la secuencia completa del transcrito de esta posible opsina. También, se muestra como 
se diseñaron sondas de RNA marcadas, que se usaron para establecer el lugar de expresión de esta 
proteína dentro del ojo del animal. Finalmente se muestra como se construyeron y probaron dos 
vectores de expresión que servirán para futuros ensayos de funcionalidad de Scop2.  Por lo tanto en 
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este trabajo se resuelve uno de los problemas antes mencionados (la localización de Scop2) y se 
sientan las bases para intentar probar la funcionalidad de este fotopigmento. 
 
1.1 Objetivos 
Teniendo en cuenta lo anterior, esta tesis se enmarcó alrededor de los siguientes objetivos: 
1. Utilizar la secuencia de nucleótidos del fotopigmento putativo Scop2 del molusco Patinopecten 
yessoensis, y el transcriptoma de la retina de Pecten irradians para un análisis bioinformático que 
permita identificar posibles ortólogos de Scop2 en Pecten, y diseñar primers para amplificaciones de 
PCR. 
2. Llevar a cabo reacciones de PCR y extensiones por RACE con el fin de obtener un clon completo 
del fotopigmento putativo. 
3. Generar ribo-sondas marcadas con digoxinenina y hacer ensayos de hibridación in situ en 
secciones fijadas de retina de  Pecten para corroborar que la transcripción ocurre en la capa distal 
de la retina. Utilizar anticuerpos contra un péptido sintético derivado de secuencias obtenidas para 
verificar si la proteína se localiza en los fotorreceptores ciliados. 
4. Insertar la(s) secuencia(s) obtenida(s) en un vector de expresión en fusión con la secuencia de una 
proteína reportera fluorescente, y llevar a cabo transfecciones en líneas celulares para determinar 
mediante microscopia de fluorescencia si se obtiene expresión heteróloga, y si hay indicios de 












2. Materiales y Métodos 
 
2.1 Especímenes y  procesamiento del tejido  
Los especímenes de Pecten irradians de edades entre uno y dos años, fueron adquiridos del Marine 
Resources Center, del Marine Biological Laboratory  (Woods Hole, Massachusetts) el mismo día de su 
disección. Una vez separadas las valvas mediante el corte del musculo abductor, el manto fue 
extraído y mantenido en agua de mar artificial (AMA, 480Mm NaCl, 10 KCl 10 CaCl2, 49 MgCl2, 10 
HEPES, 5.4 Glucosa, pH 7.8) durante la micro-disección. Para aislar las retinas, se escindió la córnea y 
el cristalino, y se cortó la esclera, para exponer el tejido de la retina el cual fue separado del tapetum 
y transferido a un tubo de ensayo.  
Estudios de localización de transcritos o de proteínas se llevaron a cabo en secciones de tejido, bien 
sea  retinas u  ojos enteros. Éstos fueron fijados en 4% paraforlamdeido (PFA) en 90% AMA de 8 a 17 
horas a 4°C, lavados en PBS por 10 minutos dos veces, deshidratados mediante lavados en 
concentraciones crecientes de metanol (MeOH): primero en 25% MeOH por cinco minutos, después 
en 50% MeOH por cinco minutos y finalmente dos veces en 100% MeOH por cinco minutos cada uno 
y finalmente preservados a -20°C hasta su uso. Para los cortes histológicos, las retinas fueron 
rehidratadas mediante una serie de lavados en metanol en orden inverso, finalizando con dos lavados 
con PBS; posteriormente, las muestras eran embebidas en sucrosa mediante una serie de lavados: 
media  hora en sucrosa al 10% en PBS, seguido de media hora en sucrosa al 20% en PBS y finalmente 
toda la noche en sucrosa al 30% PBS. Posteriormente fueron montados en 7.5% de gelatina (Knox) en 
15% de sucrosa en PBS, orientados en la posición adecuada y enfriados a 4°C durante una o dos 
horas.  Más tarde las muestras eran congeladas rápidamente a -80°C por 10 minutos para evitar la 
formación de cristales y transferidas al criostato, donde se dejaban equilibrar a -25°C por más de 
media hora para luego realizar los cortes. Los cortes histológicos fueron hechos a 12 µm de espesor y 
recogidos en láminas previamente tratadas con solución de Weaver (0.5% de sulfato de potasio 
crómico, 0.1% de geltina (Knox) y dos gotas de fotoflo) para incrementar su adherencia. Para su uso, 
la gelatina era removida sumergiendo la lámina en PBS precalentado a 40°C durante 10 minutos. 
 
2.2 Identificación in silico de los ortólogos de Scop2 en P. irradians y 
diseño de primers 
Con el fin de identificar los posibles ortólogos de Scop2 en la retina de de P. irradians, se realizó una 
búsqueda por homología de posibles secuencias relacionadas. Para este propósito se disponía del 
transcriptoma de la retina, el cual fue obtenido por secuenciación masivamente paralela con la 
plataforma 454 de Roche, que arrojó aproximadamente 700 mil lecturas primarias las cuales fueron 
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ensambladas en aproximadamente 49 mil contigs usando el programa Roche GS de Novo Assembler. 
Se  hizo un BLAST local usando la secuencia de Scop2 de P. yessoensis previamente reportada en el 
GenBank (AB006455) (Kojima et al, 1997)  usando Blossum 62 como matriz de substitución y se 
seleccionaron aquellas secuencias que mostraron  valores esperados menores a 0.0001 y puntajes 
mayores a 100 en el alineamiento (debido a que la longitud de las lecturas del transcriptoma de la 
retina de P. irradians están entre 50 y 500 pb, estos valores representaban buenos alineamientos). 
Las secuencias encontradas fueron a su vez sometidas  a BLAST contra el transcriptoma de la retina 
para encontrar secuencias relacionadas, y este proceso se repitió múltiples veces. Las secuencias, 
seleccionadas fueron  ensambladas mediante el algoritmo CAP (Contig Assembly program, Huang, 
1992) con un sobrelapamiento  mínimo de 20 bases y una identidad mínima del 85% en la región del 
sobrelapamiento. Mediante este proceso se construyeron dos Contigs (ver resultados). A partir de 
estas secuencias se diseñaron primers para llevar a cabo amplificaciones de PCR. Para este fin, se 
seleccionaron regiones particularmente confiables, definidas por la profundidad del alineamiento 
(cuantas secuencias se alineaban en cada región del contig) en las cuales hubiera una concordancia 
del 100%.   
Se diseñó un primer grupo de primers (doce en total) en las regiones designadas,  usando el software 
Primer3plus (Untergasser et al, 2007) . Sus propiedades fueron ulteriormente examinadas con el 
programa OligoCalc (Wa, 2007) para descartar aquellos que mostraran propensión a formación de 
estructuras secundarias o dimerización. Finalmente, para evitar posibles problemas de inespecificidad 
de los primers, se hizo un análisis bioinformático, mediante el uso de BLAST local contra el 
transcipotma de P. irradians,  en los que se buscaron todas las secuencias posibles a las que el primer 
podía anillarse y se descartaron aquellos primers que se unían a secuencias no relacionadas con la de 
Scop2. Los primers fueron sintetizados por Sigma-Aldrich biotechnology. 
Tabla 2-1: Primers usados para la identificación de Scop2, la construcción de vectores de expresión y la 
inserción de las secuencias de las polimerasas T7 y SP6 en la secuencias de Scop2 
Primers para la identificación de Scop2 
Primer Secuencia 
Scop2_C0-169FWD 5' GTCATCAGATCCTTTTTACACATTC 3' 
Scop2_C0-261FWD 5' CAAGTATGGTACGTATTTGGAGC 3' 
Scop2_C0-433FWD 5' CAGACGTCCAATCAACTTCTTTG 3' 
Scop2_C0-453REV 5' AAGAAGTTGATTGGACGTCTGAC 3' 
Scop2_C0-Ins626FWD 5' TTCTGTCGTTACGTCATCGTTTG 3' 
Scop2_C0-Ins648REV 5' AAACGATGACGTAACGACAGAAG 3' 
Scop2_C0-763FWD 5' TGTCGAGGAAATCATACCAGTGT 3' 
Scop2_C0-785REV 5' ACACTGGTATGATTTCCTCGACA 3' 
Scop2_C0-1175REV 5' AGTTGGTGAAGGCGTAATAAAGG 3' 
Scop2_C0-1523REV 5' ATTCCGAACAAGCAATCACTATC 3' 
Scop2_C1-76FWD 5' TCAGGCAAATTCATCAAGACAGG 3' 
Scop2_C1_189FWD 5' TTTGTGGTCAACAGAATGTGAGG 3' 
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Tabla 2-1: Continuación  
Primers para la Adición de Sitios de Resticción  
construcción del vector V7-XLT.GFP LT CS2+ /Scop2 
Primer Secuencia 
Scop193FClaI_L 5' CCATCGATGGCAGGATAAAAAGGTGCAAAAAGGC 3' 
Scop204FBamHI_L 5' CGGGATCCCGAGGTGCAAAAAGGCGATTTACAA 3' 
Scop1490RXhoI_L 5' CCGCTCGAGCGGAGATAGCAGAGAAGTCAACATCGTT 3' 
Scop1490RClaI_L 5' CCATCGATGGAAGATAGCAGAGAAGTCAACATCGTT 3' 
construcción del vector pcDNA3-mRFP /Scop2 
Primer Secuencia 
Scop193HindF 5' CCCAAGCTTGGGCAGGATAAAAAGGTGCAAAAAGGC 3' 
redScop193EcoRVF 5' CGGGATATCGGCCAGGATAAAAAGGTGCAAAAAGGC 3' 
redScop1490XhoIR 5' TCGCTCGAGCGTGATAGCAGAGAAGTCAACATCGTT 3' 
redScop1490BamHR 5' CGGGATCCCGGATAGCAGAGAAGTCAACATCGTT 3' 
redScop1490EcoRVR 5' CGGGATATCGGCCAATAGCAGAGAAGTCAACATCGTT 3' 
Primers para la adición de las secuencias de las RNA polimerasas T7 y SP6 
Primer Secuencia 
Scop2_169F-T7 5' TAATACGACTCACTATAGGGGTCATCAGATCCTTTTTACACATTC 3' 
Scop2_669F-T7 5' TAATACGACTCACTATAGGGGCAAGTATGGATACCGTAAAAAG 3' 
Scop2_648R-Sp6 5' ATTTAGGTGACACTATAGAAAAACGATGACGTAACGACAGAAGC 3' 
Scop2_1173R-Sp6 5' GATTTAGGTGACACTATAGAACGAGTTGGTGAAGGCGTAAATAA 3' 
Scop2_1516R-Sp6 5' GATTTAGGTGACACTATAGAATCCGAACAAGCAATCACTATCG 3' 
 
 
2.3 Extracción de mRNA de la retina de P. irrandians y generación del 
cDNA 3’ y 5’ RACE ready 
El mRNA fue extraído de retinas de P. irradians frescas, usando el kit Dynabeads direct mRNA (life 
technologies): Las retinas fueron lisadas en presencia de inhibidores de RNasas e incubadas con 
Oligo(dT)s  ligados a pequeñas esferas magnéticas. Estos oligos se hibridan con la cola Poli-A del  
mRNA y mediante el uso de un campo magnético permiten la purificación de los transcritos  de las 
diferentes células que componen las retinas.  Posteriormente el mRNA eluido  fue usado como 
plantilla en reacciones de retrotranscripción con la enzima SuperScriptR III Reverse Transcriptase para 
la producción de los cDNAs. 
Para  el caso de cDNA a ser utilizado en reacciones de extension 3’ y 5’ RACE se utilizó  el kit  BD Smart 
RACE cDNA amplification de CLonotech. Para la reacción de síntesis del cDNA 3’ RACE ready, de 1 a 3 
µl de mRNA fueron usados en presencia de 1 µl primer Oligo(dT) con una secuencia adicional en el 
extremo 5’, que sirve como blanco de primers universales(3'-CDS primer A); la mezcla fue incubada 
con un  1 µl BD PowerScrip Reverse Transcriptase, 1 µl dNTPs (10 mM), 1 µl Dithiothreitol (20 mM), 2 
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µl de First strand Buffer 5X y H2O para un volumen final de 10 µl, por 1.5 horas a 42°C para la síntesis 
de la primera cadena de cDNA. El producto fue resuspendido en  250 µl  de buffer  Tricina-EDTA y 
almacenado a -20°C. El hibrido cDNA/RNA es el cDNA 3’ RACE ready. 
Para la reacción de síntesis del cDNA 5’ RACE ready, de 1 a 3 µl de mRNA fueron usados en presencia 
de 1 µl primer Oligo(dT) (5'-CDS primer) y 1 µl del oligo BD SMART II A (este oligo contiene la 
secuencia que servirá como blanco de primers universales y que se localiza en el extremo 5’); la 
mezcla fue incubada con un  1 µl BD PowerScrip Reverse Transcriptase, 1 µl dNTP (10 mM)s, 1 µl 
Dithiothreitol (20 mM), 2 µl de First strand Buffer 5X y H2O para un volumen final de 10 µl, por 1.5 
horas a 42°C para la síntesis de la primera cadena de cDNA. El producto fue resuspendido en  250 µl  
de buffer  Tricina-EDTA y almacenado a -20°C. En este caso, el primer 5'-CDS es usado para iniciar la 
retrotranscripción y una vez que la transcriptasa reversa llega al final de la plantilla agrega tres 
residuos de  guanosina, que  sirven para establecer una interacción  con el  oligo BD SMART II A. Una 
vez que se establecen los puentes de hidrogeno entre los residuos de guanosina y el oligo BD SMART 
II A, la retrotranscriptasa hace un “cambio de templete”  y completa la reacción. El híbrido cDNA/RNA 
es el cDNA 5’ RACE ready. 
 
2.4 Reacciones de PCR, Anidadas y RACE  
Todas las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen de 25 µl, o como se indica  en el 
texto; Las reacciones contenían  0.25-0.5 µl de Taq Polimerasa (NEB), buffer de Taq polimerasa 1X, 
200µM de mezcla de dNTPs y 0.4-06 µM de cada primer. El volumen de templete era variable y 
dependía de su concentración. Los 25 µl de las reacciones de PCR eran cubiertos con 25 µl  de cera y 
puestos en un termociclador con la cubierta precalentada para prevenir la evaporación del líquido. 
Los productos de PCR eran almacenados a  -20°C. Todos los productos de PCR fueron examinados en 
geles de  1 a 1.2%  de agarosa en Tris-Borato-EDTA (TBE) con 0.00005% de bromuro de etidio (EtBr) y 
visualizados en un transiluminador UV.  Para geles preparativos y extracción de bandas, la luz UV fue 
atenuada colocando el gel sobre una placa de vidrio de 2 mm de espesor.  
En las PCR para identificar Scop2  se usó cDNA 3’ RACE ready como plantilla y los primers 
anteriormente descritos. Las temperatura de la fase de anillaje de la PCR estuvieron entre 56°C y 59°C 
debido a discrepancias entre la temperatura reportada por la compañía que sintetizó los primers y 
aquella calculada con OligoCalc.  Con el fin de dar una ventaja significativa a secuencias ya 
amplificadas y reducir la posibilidad de amplificar secuencias no relacionadas, se usaron primers más 
internos (predichos por el análisis bioinformático) en reacciones anidadas usando como plantilla el 
producto de la PCR original con los primers externos, diluido 1 a 50 en H2O, teniendo en cuenta las 
mismas consideraciones de temperatura que las reacciones originales. 
Para extender la secuencia se realizaron reacciones RACE usando como plantilla el cDNA 3’ RACE 
ready para la región 3’ UTR y el cDNA 5’ RACE ready para la region 5’ UTR, en cada caso se usó un 
primer específico para la secuencia de Scop2 y un primer universal que se anilla en el ancla (unida al 
extremo 5’ o 3’ del cDNA en el momento de su síntesis). Se usó una temperatura de 59°C a 61°C en el 
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ciclo de anillaje de estas reacciones, debido a la alta temperatura de hibridación del primer universal. 
Las reacciones anidadas se hicieron usando como templete productos de reacciones RACE diluidas 1 a 
50 H2O y usando como primers un primer gen especifico y el primer anillado Universal con 
temperaturas de anillaje entre 59°C a 61°C.  En estas reacciones se usó un primer de Scop2 y  la 
mezcla de primers universales (UP; Largo: 5' 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3' y el corto: 5' 
CTAATACGACTCACTATAGGGC 3'). Para las reacciones anidadas RACE se usó el primer anidado 
universal (NUP, 5' AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3') y un primer especifico para Scop2. 
 
2.5 Purificación, clonación y secuenciación de productos de PCR 
Los productos de PCR fueron purificados de dos formas dependiendo del gel: si el gel mostraba una 
banda única del tamaño esperado, el producto era purificado directamente de la mezcla de PCR 
pasándola por  una columna de afindad siguiendo las instrucciones del kit QuickClean 5M PCR 
purification de GenScript. Si el gel mostraba múltiples bandas, se hacía un gel preparativo donde se 
extraía  la banda de interés,  se  solubilizaba y se pasada por una columna de afinidad siguiendo las 
instrucciones del kit QIAquick Gel Extraction de Qiagen.  En ambos casos los productos de PCR eran 
eluidos en H2O (de calidad de PCR) o en buffer Tris-EDTA (TE) y almacenados a -20°C. La 
concentración de todos los productos purificados era cuantificada usando métodos 
espectrofotométricos en los que se medía la absorbancia a longitudes de onda de 230, 260 y 280 
nanómetros.  Estos parámetros también permitían establecer la pureza de cada producto. Los ácidos 
nucléicos tienen un pico de absorbancia alrededor de los 260nm; teniendo en cuenta este valor y a 
partir de la ley de Lambert-Beer se puede determinar la concentración del ácido nucléico. Además las 
absorbancias a 230 y 280 nm  están alrededor de  la mitad del valor de la absorbancia a 260nm, 
entonces los cocientes 260/230 y 260/280 se acercan a 2 en un producto  puro (valores entre 1.8 y 2 
reflejan alta pureza). Valores fuera de este rango reflejan la presencia de otros componentes a parte 
del acido nucléico. Usualmente sales orgánicas absorben cerca de  los 230 nm y la tirosina y el 
triptófano de las proteínas absorben cerca de 280 nm. 
Para la generación de vectores de clonación, de 1 a 3 µl del producto de PCR purificado eran 
incubados con 0.5 µl del vector pGEM t-easy (Promega), en presencia de 5 µl del buffer de ligación 2X, 
1 µl de ligasa T4 y H2O para un volumen total de 10 µl por reacción. La ligación se llevaba a cabo 
durante la noche a 4°C. Para la amplificación del vector de  clonación, 2 µl de la reacción de  ligación 
eran incubados en 25 µl de bacterias químicamente competentes E. coli sepa JM109 (Promega), 
durante 20 minutos en hielo. Para la transformación, las bacterias eran sujetas a choque térmico 
(42°C) por 50 segundos y se dejaban recuperar por 1.5 horas en 475 µl de medio SOC.  
Posteriormente, las bacterias eran sembradas  en  cajas de petri con agar LB (lenox) con 100mg/L de 
ampicilina y previamente cubiertas con  100 µl XGal/IPTG (Roche). Las bacterias se dejaban crecer de 
18 a 24 horas a 37°C y posteriormente  tres colonias blancas se seleccionaban (al insertarse el 
producto de PCR en el vector pGEM t easy, se interrumpe  el gen LacZ e impide la producción de la β-
Galactosidasa, por lo tanto no se metaboliza XGal y no hay generación de una coloración azul). Con 
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cada colonia seleccionada, se inoculó 1 ml de medio LB líquido selectivo, el cual era incubado por 8 
horas a 37°C con agitación fuerte, hasta que el cultivo alcanzaba una densidad óptica de 1.8 a 2.4. 
Para corroborar la presencia del inserto, se llevó a cabo una PCR de colonia usando  1 µl de la colonia 
transformada como templete y las mismas condiciones de la amplificación original. Los plásmidos 
fueron luego purificados usando el kit QuickClean 5M miniprep de GenScrip y eluidos en Buffer o en 
H2O. Adicionalmente se hacia un análisis de restricción, digiriendo una alícuota de plásmido con la 
endocucleasa EcoRI; debido a la presencia de un sitio de restricción EcoRI a cada lado del sitio de 
multi-clonaje en el vector pGEM-T Easy, el tratamiento con EcoRI  lleva a la liberación del inserto del 
vector, el cual era visualizado en un gel de agarosa. Sí estos análisis daban el  resultado esperado, se 
procedía con la secuenciación del inserto a partir del vector. Alternativamente, productos de PCR que 
mostraran excelente pureza y alta concentración fueron secuenciados directamente.  
 Las muestras fueron secuenciadas bien sea en el  Bio-Resources Center de la Universidad de Cornell 
(Ithaca, New York), o  en  GeneWiz Inc. En todos los casos la secuenciación era bi-direccional. Para 
plásmidos se usaron  los primers M13 forward y M13 reverse, los cuales eran añadidos por la 
compañía misma; en cambio, para secuenciación directa los productos de PCR eran pre-mezclados 
con primers específicos antes del envío.  
 
2.6 Análisis de Secuencias 
Las secuencias fueron analizadas usando el Software Bioedit v7.1.3.0. En el caso de productos 
insertados en plásmidos, la región relevante (es decir, el inserto) se delimitaba identificando  las 
regiones que eran parte de los vectores y las secuencias de los primers; Se analizaba cuidadosamente 
el cromatograma para resolver incertidumbres en la secuencia y en algunos casos se usó el Software 
Peaktrace Online (http://www.nucleics.com/peaktrace-sequencing/), el cual usa un algoritmo 
inteligente para resolver las incertidumbres de los cromatogramas. Una vez analizadas las lecturas 
primarias, estas eran ensambladas manualmente o usando el algoritmo CAP.  Una vez obtenidos los 
contigs se analizaban los posibles marcos de lectura. Las secuencias eran identificadas usando BLAST. 
Los alineamientos múltiples de secuencias fueron hechos mediante ClustalW sin modificar los 
parámetros preestablecidos. Tanto el algoritmo CAP como ClustalW están incluidos dentro del  
programa  Bioedit. 
La secuencia de aminoácidos de Scop2  se dedujo  a partir de la secuencia de nucleótidos; a esta 
secuencia se le realizó un perfil de hidrofobicidad media de Kyte y Doolittle, en el cual se le asigna un 
valor de hidrofobicidad a cada aminoácido, se calcula el valor medio de hidrofobicidad en una 
ventana de 20 aminoácidos y se observa como varía este valor a medida que la ventana se desplaza a 
lo largo de la secuencia.  Este acercamiento permite identificar las regiones hidrofóbicas en la 
secuencia y las posibles regiones transmenbrana de la proteína. También  se buscaron lo sitios típicos 
de N-glicosilasión de las opsinas mediante la búsqueda de la secuencia consenso AsnXSer/Thr (donde 
X puede ser cualquier aminoácido excepto Prolina) (Murray et al 2009), esta búsqueda se hizo 
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mediante el software EnsembleGly de la universidad estatal de Iowa (Caragea et al, 2007) disponible 
en http://turing.cs.iastate.edu/EnsembleGly/index.html. 
 
2.7 Diseño de sondas de RNA para hibridación in situ de Scop2 
Para generar las sondas de RNA para hibridación in situ, existen dos acercamientos: si el producto de 
interés ha sido insertado en un vector de expresión, se puede simplemente usar las polimerasas de 
RNA correspondientes a los promotores presentes en el plásmido. Alternativamente, la síntesis puede 
llevarse a cabo directamente sobre el producto de PCR como templete, siempre y cuando  a éste se le 
haya incorporado un promotor. Para este propósito se llevó a cabo una amplificación de PCR usando 
primers a los cuales se les añadió la secuencia de los promotores de las polimerasas de RNA  T7 o SP6. 
Este procedimiento requiere consideraciones especiales: en los primeros ciclos solo la parte del 
primer que es complementaria a la secuencia de Scop2 puede establecer puentes de hidrogeno, y por 
lo tanto  la temperatura de anillaje debe ser relativamente baja. Más tarde cuando la secuencia de los 
promotores de las RNA polimerasas ha sido  incluida en el amplicón, los primers pueden anillarse 
completamente, y la temperatura de anillaje puede subirse, usualmente a la temperatura de 
elongación recomendada para la Taq polimerasa (72°C). 
 Los primers que se usaron para la inserción de las secuencias de las polimerasas de RNA T7 y SP6  se 
obtuvieron  modificando  los primers usados para la identificación de Scop2 agregándoles  las 
secuencias respectivas en el extremo 5’. A los primers forward se les insertó la secuencia de la RNA 
polimerasa T7  y a los reverse la secuencia de SP6 (ver tabla 2-1). Cinco combinaciones de primers 
fueron utilizadas y los productos fueron purificados desde el  gel como se mencionó anteriormente.  
Para generar la sonda  Sentido,  0.5 µg del producto de PCR purificado fueron incubados con 2 µl de 
T7 RNA polimerasa, 2 µl de buffer de transcripción de T7 10X, 2 µl DIG RNA labeling mix 10x (ATP, 
CTP, GTP, UTP, DIG-11-UTP, roche) 1 µl de inhibidores de RNasas y 3 µl de agua libre de nucleasas. 
Para la sonda Antisentido  la polimerasa fue SP6.  
Ambas reacciones fueron incubadas por cuatro horas a 37°C, posteriormente se les agregó 1 µl de 
DNasa libre de RNasas y se incubaron  por 15 minutos a 37°C. Las reacciones  fueron detenidas 
usando 2 µl de EDTA 0.2M. El RNA fue recuperado mediante precipitación por LiCl: a cada reacción se 
le agrego 2.5 µl de LiCl 4M y 75 µl de etanol al 100% pre-enfriado a -20°C. Las reacciones fueron 
enfriadas a -60°C por 30 minutos. Posteriormente las reacciones fueron centrifugadas a 14000 rpm a 
4°C por 15 minutos para precipitar el RNA. Los pellets de RNA fueron lavados con etanol al 70% pre 
enfriado a 20°C y centrifugado nuevamente por 15 minutos a 14000 rpm a 4°C. Finalmente el etanol 
era removido y el RNA era disuelto en 50 µl de agua libre de nucleasas. 2 µl de RNA eran corridos en 
un gel de 1% de agarosa en TBE por 15 minutos sin ninguna  precaución adicional; en este caso el  
buffer de carga  estaba compuesto de 50% formamida y 50% loading dye. El resto del RNA era 
preservado en 450 µl de buffer de Hibridación (HYB Buffer: 50% Formamida; 25% de Citrato Salino 
estándar (SSC) 20X, 0.1% Tween-20; 50 µg/ml Heparina; 1mg/ml de RNA de levadura, completado con 
14          Un Tercer Tipo de Cascada de Fototransducción 
H20 tratada con Dietil pirocarbonato, DEPC)) y guardado a -20°C. Esta mezcla de RNA –buffer de 
hibridación corresponde al Stock de la sonda. 
 
2.8 Determinación de la eficiencia del marcaje de las sondas de RNA. 
Con el fin de determinar la incorporación de 11-DIG-UTP en las sondas de RNA, se hicieron pruebas 
de “Dot blot”: 1µl de cada sonda fue transferido a una membrana de nylon previamente lavada con 
10XSSC. Las membranas se dejaron secar al aire y  posteriormente el RNA se entrecruzó mediante 
irradiación con luz UV con una longitud de onda de 250nm y una energía de 120mJ/cm2 por 10 
segundos, usando un spectrolinker XL 1500. Una vez el RNA fue fijado en las membranas se procedió 
a la inmunodetección del 11-DIG-UTP. Las membranas fueron lavadas con buffer de acido Maleico 
(MAB) por dos minutos y luego fueron bloqueadas durante una hora en solución de bloqueo (7% de 
suero fetal bovino, 0.7% de reactivo de bloqueo de Boehringer  en MAB). Luego fueron incubadas  
con anticuerpo anti DIG  acoplado a fosfatasa alcalina (Roche) a una concentración de 1:1000 en una 
solución que contenía 0.5% de suero fetal bovino, 0.7% de reactivo de bloqueo de Boehringer en 
MAB, durante una hora. El exceso de anticuerpo fue lavado con MAB dos veces durante 15 minutos 
con agitación.  Finalmente las membranas fueron reveladas en substrato para fosfatasa alcalina 
(Roche). La reacción fue detenida lavando las membranas con agua.  
 
2.9 Hibridación in Situ 
2.9.1 Prehibridación 
Secciones de la retina del ojo de P. irradians de 12 µm de espesor, fueron lavadas en una serie de 
baños de concentración creciente de MeOH (25 %, 50% y 100%); posteriormente las retinas fueron 
rehidratadas mediante lavados de MeOH en orden inverso. Estos lavados de metanol ayudan a 
precipitar proteínas y a la penetración de  la sonda de RNA. Seguido, las retinas fueron tratadas con 1 
µg/ml de proteinasa K durante 5 minutos a temperatura ambiente; de nuevo, este tratamiento 
mejora la penetración de la sonda.  Después las retinas fueron refijadas en PFA al 4% en PBS con 0.1% 
de tween-20 (PTW) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para retirar el exceso de PFA las 
retinas fueron lavadas con PTW dos veces por 15 minutos. Finalmente las retinas fueron incubadas en 
buffer de hibridación (50% Formamida; 25% de Citrato Salino estándar (SSC) 20X, 0.1% Tween-20; 50 
µg/ml Heparina; 1mg/ml de RNA de levadura, completado con H20 tratada con Dietil pirocarbonato, 
DEPC) por más de dos horas a 50°C  en un horno de hibridación Boekel Inslide Out. 
2.9.2 Hibridación 
La solución de trabajo fue preparada diluyendo las soluciones ‘stock’ de las sondas de RNA 1:10 en 
buffer de hibridación. Antes del uso, la soluciones de trabajo de las sondas sentido  y antisentido 
fueron pre-calentadas a 50°C. 
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Las retinas fueron incubadas en 200µl de solución de trabajo, algunas con la sonda sentido y las otras 
con las sondas antisentido, durante  la noche a 50°C dentro de un recipiente sellado para evitar la 
evaporación en un horno de hibridación Boekel Inslide Out. 
2.9.2 Lavados Posthibridación 
Después de la hibridación, las laminas fueron lavadas tres veces, por 20 minutos cada lavado, con 2X 
SSC, 0.1% CHAPS a 46°C; luego fueron lavadas otras tres veces, por 20 minutos cada lavado con 0,2X 
SSC, 0.1% CHAPS a 46°C. Finalmente fueron lavadas tres veces por 10 minutos cada uno, en buffer de 
acido maléico con 0.1% de tween-20 (MABT). Posteriormente las retinas fueron bloqueadas con 7% 
de suero fetal bobino, 0.7% de reactivo de bloqueo de Boehringer  en MAB. 
2.9.3 Inmunodetección 
Después del bloqueo las retinas fueron incubadas con anticuerpo anti DIG  acoplado a fosfatasa 
alcalina (Roche) a una concentración de 1:1000 en una solución que contenía 0.5% de suero fetal  
bovino, 0.7% de reactivo de bloqueo de Boehringer en MAB, durante toda la noche a 4°C. El 
anticuerpo no unido, fue lavado con una serie de seis baños con MABT, de 10 minutos cada uno con 
agitación. Posteriormente las láminas fueron lavadas con buffer de teñido (100mM Tris, pH 9.5, 
50mM MgCl2, 100mM NaCl, 0.1% Tween 20, 1 mM levamisole) y expuestas al substrato de fosfatasa 
alcalina para su revelado (Western Blue, Promega). El tiempo de revelado fue de más de 20 horas de 
las cuales 11 horas estuvieron a temperatura ambiente y 9 horas a 4°C, en  oscuridad. El revelado fue 
detenido lavando con MAB. Las retinas fueron luego refijadas con 4% de PFA/PTW durante 15 
minutos. 
Por último el exceso de solución fue retirado de la lámina y se montó el cubreobjetos con 30 µl de 
glicerol 50% en PBS; las láminas fueron selladas con esmalte transparente para uñas, y luego fueron 
visualizadas en un microscopio a 10X, 20X y 63X. 
 
2.10 Inmunodetección de Scop2 
2.10.1 Anticuerpos 
El anticuerpo contra Scop2 fue sintetizado por la firma BioSynthesis (Lewisville, Texas) a quienes se 
les envió la secuencia predicha de aminoácidos de Scop2. Esta compañía identificó varios segmentos 
aptos para la síntesis de péptidos sintéticos, basados en exposición e inmunogenicidad. Para la 
elección del péptido apropiado, los candidatos fueron sujetos a un tBLASTn contra el transcriptoma 
de la retina de P. irradians y se seleccionó aquel que no tuviera otros blancos a parte de Scop2. El 
péptido usado para inmunizar dos conejos fue TRRNETRTRQGYMPRYIQD. Finalmente los  anticuerpos 
policlonales contra dicho péptido fueron purificados mediante cromatografía de afinidad. 
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2.10.2 Western Blots 
14 retinas frescas fueron maceradas en 400 µl de buffer de lisis en presencia de 2 µl PMSF y  de 2 µl 
de  un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma). El macerado fue incubado en acetona a -20°C para 
precipitadar las proteínas, centrifugado a 10000 g. El pellet fue secado al aire y re-suspendido  en  
buffer de carga para llenar los pozos de un gel de poliacrilamida SDS discontinuo. Éste consistía en  
una fase de “Stacking” (8%) y una fase de separación (10%). El gel se sometió a una corriente 
constante de 20 mA durante 2 horas y media. Se usaron marcadores de peso molecular “Precision 
Plus Protein™ Kaleidoscope Standards” (Biorad). Una vez separadas las proteínas, estas fueron 
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa en una cámara BioRad, mediante la aplicación 
de voltaje constate de 100V durante una hora. Una vez la terminada la electroforesis, el gel se tiñó 
con azul de comassie para detectar la presencia residual de proteínas y por lo tanto evaluar la 
eficiencia de la  transferencia. Por otro lado se procedió a la inmunodetección de Scop2 en la 
membrana de nitrocelulosa: la membrana fue bloqueada con Albumina de suero bovino  (BSA) al 3% 
en solución  salina de tris (TBS) inicialmente por 30 minutos con agitación a temperatura ambiente y 
luego toda la noche a 4°C. Al otro día la membrana fue lavada tres veces con TBS e incubada con el 
anticuerpo primario 1:1000 en TBS con %0.5 BSA durante 3 horas con agitación. Después de 3 lavados  
con TBS por 10 minutos cada uno, se  incubó con el anticuerpo secundario, producido en cabra contra 
conejo  acoplado a fosfatasa alcalina, a una dilución de 1:2000 en TBS con %0.5 BSA por una 1 hora 
con agitación. El anticuerpo no unido fue lavado con tres baños de TBS de 10 minutos cada uno. 
Finalmente la membrana fue incubada con el substrato de fosfatasa alcalina hasta que las bandas 
aparecieran; la reacción fue detenida con 0.5% de Acido Acético en agua destilada por 5 minutos y 
lavada en agua por 10 a 20 minutos; por último la membrana se dejo secar al aire. 
2.10.3 Inmunihistoquímica 
Secciones de retina aislada y ojos enteros se usaron  para detectar Scop2 utilizando los anticuerpos 
descritos anteriormente. El tejido fue bloqueado en 10% de suero de cabra y 0.002% Triton X en PBS 
por 30 minutos. Posteriormente fue incubado con el anticuerpo primario (contra Scop2) a una 
concentración de 1:400 en una solución de 0.5%BSA y 0.002% Triton X en PBS durante toda la noche a  
4°C. Al día siguiente, el anticuerpo primario no unido, fue lavado con tres baños de PBS de 10 minutos 
cada uno. Posteriormente, el tejido fue incubado con el anticuerpo secundario (fluor alexa 546 hecho 
en cabra contra conejo) a una concentración de 1:200 en una solución de 0.5%BSA, 0.002% y Triton X 
en PBS durante 1 hora; nuevamente el exceso de anticuerpo fue lavado con PBS tres veces durante 10 
minutos. Por último el exceso de solución fue retirado y se montó el cubreobjetos con 30 µl de 
glicerol 50% en PBS; las laminas fueron selladas con esmalte transparente para uñas y luego 
visualizadas en un microscopio de fluorescencia a 10X, 20X y 63X. 
 
2.11 Diseño de vectores de expresión 
Considerando los posibles experimentos funcionales que se podrían hacer en un sistema heterólogo, 
se decidió generar un constructo de fusión entre Scop2 y una proteína fluorescente. La fluorescencia  
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de la proteína verde fluorescente (GFP), permitiría la identificación de las células transfectadas 
además de comprobar que  Scop2 puede ser expresado en un sistema heterólogo y evaluar  la 
eficiencia de transfección. La GFP tiene un pico de absorción cerca de los 490nm (Shaner et al, 2007) 
lo cual es problemático para posibles experimentos funcionales ya que sabe que el fotopigmento de 
las células ciliadas de P. irradians es activado con luz de 500nm (Cornwall y Gorman, 1983): Si Scop2 
resulta ser el fotopigmento de las células ciliadas, los datos obtenidos en experimentos funcionales 
en un sistema heterólogo que expresa Scop2/GFP, serían muy difíciles de interpretar debido a que 
para identificar las células necesariamente se estaría estimulando el fotopigmento. Por este motivo 
se decidió generar también un constructo de fusión Scop2/mRFP (proteína rojo fluorescente 
monomérica). La mRFP absorbe a los 584 nm (Campbell et al, 2002; Shaner et al, 2007); el 
fotopigmento de las células ciliadas se inactiva a esta longitud de onda (Cornwall y Gorman, 1983), 
por lo cual  las células que expresaran Scop3/mRFP, se podrían identificar sin ser estimuladas,  
facilitando los experimentos funcionales y  el análisis de  los datos. Con esto en mente se 
consiguieron dos vectores de expresión. 
Los vectores de expresión V7 XLT.GFPLT CS2+ y pcDNA3-mRFP fueron adquiridos a través de Addgene 
(Cambridge, Massachusetts; Addegene plasmids 17098 y 13032 respectivamente). El plásmido V7 
XLT.GFPLT CS2+ fue creado y depositado por Randall Moon de  de la universidad de Washington 
(Seatle, Washington); el plásmido pcDNA3-mRFP fue creado y depositado por Doug Golenbock de la 
Escuela de Medicina de la Universidad de Massachusetts (Worcester, Massachusetts); la proteína roja 
fluorescente monomérica fue desarrollada por Roger Tsien de la Universidad de California – San 
Diego (San Diego, California). 
Haciendo uso de Bioedit, se hicieron las predicciones de la fusión de la secuencia de Scop2 y las 
secuencias de las proteínas fluorescentes GFP o mRFP con  los vectores de expresión V7 XLT.GFPLT 
CS2+ y pcDNA3-mRFP respectivamente. La secuencia de cada vector fue analizada antes y después de 
la inserción de Scop2 para verificar, en el primer caso,  la presencia de los sitios de restricción 
requeridos y el marco de lectura de la proteína fluorescente; y en el segundo caso la correcta 
inserción de Scop2 y la correcta generación de la proteína quimérica Scop2-GFP o Scop2 mRFP según 
fuera el caso. 
A partir de las predicciones se diseñaron dos grupos de primers, uno para cada vector (V7 XLT.GFPLT 
CS2+ y pcDNA3-mRFP; ver tabla 2-1), en los que se insertaron secuencias específicas para 
endonucleasas de restricción  en el extremo 5’ del primer; estas secuencias  coincidían con aquellas 
del sitio multiclonaje de cada vector. Para los primers forward no se tuvo ninguna consideración 
adicional a las antes mencionadas, pero todos los primers reverse fueron diseñados de tal forma que 
eliminaran el codón de parada de Scop2 y además su longitud es tal que hacen que Scop2 y la 
proteína fluorescente (GFP en el vector V7 XLT.GFPLT CS2+ y RFP en pcDNA3-mRFP) estén en el 
mismo marco de lectura.  
Usando los primers  descritos se generaron secuencias de Scop2 con sitios de restricción específicos 
mediante PCR. Los productos fueron purificados como fue descrito anteriormente. Para el vector V7 
XLT.GFPLT CS2+ se usaron los sitios de restricción BamHI y ClaI; para el vector pcDNA3-mRFP se 
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usaron los sitios de restricción HindIII y XhoI. Tanto los vectores como los productos de PCR fueron 
sometidos a una doble restricción con las enzimas correspondientes y según las indicaciones de New 
England Biolabs. En todos los casos las restricciones se hicieron a 37°C por dos a tres horas y 
posteriormente las enzimas se inactivaron a 65°C por 20 minutos.  Después, tanto los productos como 
los vectores fueron purificados de gel y su concentración medida, como se describió anteriormente.  
De acuerdo a la concentración de los productos y vectores resultantes, se hicieron reacciones de 
ligación en las que la relación molar vector: producto era 1:3; las reacciones de ligación, la 
amplificación del vector resultante y la secuenciación se hicieron como se explicó anteriormente. Las 
secuencias se usaron 1) para probar la presencia de Scop2 dentro del vector y 2) para confirmar que 
Scop2 y la proteína fluorescente respectiva, estuvieran en el mismo marco de lectura. Una vez 
confirmada la correcta construcción de los vectores y para obtener las cantidades de vector 
necesarias para experimentos de expresión heteróloga, se procedió a amplificar los vectores 
transformando bacterias JM109  y  seleccionándolas en medio LB con ampicilina.  Se dejaron crecer a 
37°C por 2 Horas. Posteriormente se inoculó 25ml de medio líquido LB selectivo con 200 µl del cultivo 
y se dejaron crecer por 16 horas a 37°C con agitación fuerte. Cuando el cultivo  alcanzaba la densidad 
óptica deseada (1.8 a 2.4) el vector era extraído usando el kit QIAGEN plasmid Mini, Midi, Maxi, Mega 
and Giga Kits. Los plásmidos purificados fueron eluidos en 100 µl de buffer TE, y almacenados a -20°C. 
 
2.12 Cultivos celulares y expresión heteróloga 
Para hacer los primeros ensayos de expresión y comprobar la correcta construcción de los  vectores, 
se usaron líneas Hek293, N2A y LLC-PK1-CL4. Las células Hek293 fueron un generoso regalo de la Dr. 
Marcela Camacho del Centro Internacional de Física de la Universidad Nacional de Colombia. Las 
células N2A fueron un regalo del Dr. Mark Messerli del programa de Dinámicas Celulares del Marine 
Biological Laboratory (Woods Hole, Massachusetts).  Las células LLC-PK1-CL4 fueron un generoso 
regalo del Dr. James Bartles del departamento de Biología Celular y Molecular de la Universidad de 
Northwestern (Chicago, Illinois). 
Las células Hek293 y N2A fueron mantenidas en DMEM (GIBCO) suplementado con 10% de suero 
fetal bovino y concentraciones estándares de penicilina y estreptomicina (100 unidades/ml y 100 
µg/ml respectivamente, GIBCO). Las células LLC-PK1-CL4 fueron mantenidas en medio αMEM sin 
nucleosidos (GIBCO) con 10% de suero fetal bovino y concentraciones estándares de penicilina y 
estreptomicina.  Todas las células eran mantenidas a 37°C con 5% de CO2 y 100% humedad en frascos 
de 25 cm3. El medio era reemplazado cada 2 o 3 días y cuando las células llegaban al 70-80% de 
confluencia, eran pasadas mediante un tratamiento con  tripsina/EDTA (GIBCO) durante 4 minutos a 
37°C seguido de una dispersión mecánica para obtener células únicas; las células eran diluidas 1:10 o 
1:20 en medio fresco. Para su almacenamiento, las células eran congeladas en su medio 
correspondiente con 10% de suero fetal bovino y 10% de Dimetil sulfoxido (DMSO) y preservadas en 
nitrógeno liquido. Previamente  a la transfección, las células recién tratadas con tripsina eran puestas 
a crecer en cajas de petri  de 35mm sobre cubreobjetos esterilizados de 1.5 cm2 por 2 o 3 días. Para la 
transfección se usó el reactivo de lipofectamina 2000 de invitrogen: 2µg de Plásmido eran incubados 
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en 200µl de medio de crecimiento sin suero, a su vez de 4 a 6 µl de lipofectamina por cada  1 µg de 
DNA eran incubados en otros 200µl de medio de crecimiento sin suero, por 5 minutos a temperatura 
ambiente. Para la formación de complejos lipofectamina/DNA, los 200 µl de medio con lipofectamina 
eran mezclados con los  200µl del medio con DNA e incubados por 20 minutos a temperatura 
ambiente. Mientras tanto el medio de las células en las cajas de petri era reemplazado por 1.6 ml de 
medio sin suero. Una vez formados los complejos lipofectamina/DNA, los 400 µl eran agregados a la 
caja de petri y se dejaban incubar por 4 horas a 37°C. Finalmente, después de las cuatro horas el 
medio de las cajas de petri era sustituido por 2ml medio de crecimiento normal y se evaluaba la 












































3.1 Identificación in silico de los ortólogos de Scop2 
El transcriptoma de P.irradians fue ensamblado usando el programa GS de Novo Assemble de la 
compañía Roche y se pudo identificar un isotig que tenia parecido con la secuencia de Scop2 
reportada de P. yessoensis (GenBank AB006455, Kojima et al, 1997). También se hizo una búsqueda 
por homología en la colección de lecturas primarias del transcriptoma de P.irradians que  tenían 
parecido con Scop2 de P. yessoensis (este parecido fue determinado médiate un BLAST en el cual eran 
consideradas las secuencias que en el alineamiento mostraron valores esperados menores a 0.0001 y 
puntajes mayores a 100; ver Métodos). Esta búsqueda arrojó treinta y siete secuencias que se podían 
ensamblar en dos contigs que mostraban parecidos a Scop2. Se decidió trabajar con estos dos contigs 
ya que eran más largos que aquel ensamblado por Roche GS de Novo Assemble.  El Contig-0 tiene 
1667  bases (figura 3-1)  y cuando es sujeto a un BLASTX, tiene 58% de identidad y una cobertura de 
70% con la rodopsina acoplada a proteína Go de P. yessoensis, Scop2. El alineamiento muestra un un 
valor esperado de 7e-108 de  y un puntaje de 480. 
 
Figura 3-1: Secuencia del Contig-0 
         10        20        30        40        50        60        70        80        90                  
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CAGTGGTATCAACGCAGAGGGCCTAGTTACGGGGGCCATTACGGCCTAGTTACGGGGGAACTACCGTACTGATGGAACATGGGTAAATAT  
        100       110       120       130       140       150       160       170       180         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GGAACAATGGGTCTCCATTGGAACAATGGGTCTCCATACCAAATTCGGTGATGTCACAACTGAAATTTAAGTGATAGTGTCATCAGATCC  
        190       200       210       220       230       240       250       260       270         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TTTTTACACATTCAGGATAAAAAGGTGCAAAAAGGCGATTTACAATTTTCTTCTCAACGGTTTTCTGTCAATGTGATACTCAAGTATGGT  
        280       290       300       310       320       330       340       350       360         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ACGTATTTGGAGCAATATATCAAATGGGAATCAGCCCTCGGGAGCACTTGGTATACAGCCTTCTGGATATAGGACAATAGGAATCATCAT  
        370       380       390       400       410       420       430       440       450         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ATCCATCGTTAGTGTGCTAGGAATATCCGGAAATCTGCTCATTGTCCTCGTTTTTACCAAACGAAGATCCGTCAGACGTCCAATCAACTT  
        460       470       480       490       500       510       520       530       540         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CTTTGTTTTAAACCTAGCATTGAGTGATCTCTTCGTGGCTCTGATTGGTTATCCCATGACGGCAGTCTCGGCATTTTCAAACAGGTGGAT  
        550       560       570       580       590       600       610       620       630         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TTTTGAAAGTGCTGGTTGCAAGTTGTATGCGTTTATATGTTTCAACTCCGGCGTGAGTAGTATAATGACCCATGCCGCACTCGGCTTCTG  
        640       650       660       670       680       690       700       710       720         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TCGTTACGTCATCGTTTGCAAGTATGGATACCGTAAAAAGATAACAGAGACGATGGTTTTAAAGATCATTTTCTGTATCTGGTTTTTTGC  
        730       740       750       760       770       780       790       800       810         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TCTATTTTGGACTGTGTCCCCACTCCTTGGATGGTCGTCATATGTCGAGGAAATCATACCAGTGTCTTGTAGTTTGAATTGGTTTGGTCA  
        820       830       840       850       860       870       880       890       900         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AGAGGTCGGGGACCTTACATACACAGTATCCGTCATCGTGGCGATATACATGTTCCCTTTAAGTGTGATTACGTTCTCCTATGGGATGAT  
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Figura 3-1: continuación 
        910       920       930       940       950       960       970       980       990         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TCTTAGGAAAAAACTATGCATATCTACCAGGAGGAATGAAACCCGTACACGCCAAGGCTATATGCCACGATATATACAAGACCTTGAGCA  
        1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ACGTGTAACATTGGTGAGTAACCGATCGGTAGTATGTCTGCGTTCATTGTTGCGTGGACTCCGTACGCTATTATGTCGGGCATGAGTGTT  
        1090      1100      1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GCTAGTTTCAACTTCAACCACTCGGTGGCCGCTCTTCCAACGCTGTTTGCTAAAGCATCGTGTGCATATAATCCTTTATTACGCCTTCAC       
        1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CAACTCGACATTTCGTGATTCCTTAAAGGAGATGGTGGCTACCTTGGACAAGACGCAGAGTTGGTGTAGCTGCTTTTACGTTATGGCCAC  
        1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GTGTTACATATTATCAACAACGACGCACTAATAGTGTCATTTATACGGTAGGCAACGACTTACCAGATGAACGCTTATTCATGGCTAATT  
        1360      1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
CTTTAAACACAAACTCATCAAATGAACGAATCAGAAGAATTCGAGCAAATTCAGGTTTATATAGTCAAACTGTTAGAATTGAGCCACGAG  
        1450      1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ATCCGGTGATTATCTCCCCTAATTCCAACAATGTTGACTTCTCTGCTATCTGATGGTACGATAGTGATTGCTTGTTCGGAATGGAATCTC  
        1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620        
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AAGATCACCCCGTTGACGTGGTTATATAGAGTTCTGACAGTTTTCATGATTTGCTCAGAATAATATTTTCAATTTCTTCGAAATAAAGTA  






El Contig-1 posee 547 bases (figura 3-2)  y muestra una identidad del 81% en una cobertura del 49%; 
un valor esperado de de 7e-18 y un puntaje de 152 con la misma secuencia de Scop2 reportada en las 
bases de datos.  Cabe mencionar  que la parte inicial de la secuencia del Contig-1  no se parece en 
nada a la secuencia del Contig-0. Sin embargo, la parte final  del Contig-1, muestra identidad con 
parte del Contig-0 (figura 3-3), lo cual hace surgir la posibilidad que puedan existir variantes de Scop2 
en la retina de P. irradians y que ambos contigs representen dos de esas variantes. Una alternativa es 
que alguno de los contigs, o incluso ambos sean artefactos del ensamblaje, por lo que es necesario 
confirmar la presencia de estas secuencias en las librerías de cDNA de la retina de P. irradians, y la 
estrategia más sencilla es mediante PCR.  
Se diseñó un primer grupo de primers para amplificar cada contig (ver  materiales y métodos), sin 
embargo, ya que los dos contigs comparten parte de su secuencia, dos de los primers reverse 
(Scop2_C0-453REV y Scop2_C0-785REV) pueden ser usados en la amplificación de los dos contigs.  
 
Figura 3-2: Secuencia del Contig-1  
        10        20        30        40        50        60        70        80        90 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ACAAGAAGCAGCGTTAAGCTTTAAAGTCACTAGACAGACACATCAAAGACGTCAACTAGACTTGAAGCAATCTTCTCAGGCAAATTCATC 
        100       110       120       130       140       150       160       170       180 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
AAGACAGGAAAATAATCAAAACCGAATTGGAATTATGTAGTATTACAATACCATAGCACAATCAATATAAGCAACAACAAAAAATGGCCG 
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Figura 3-2: continuación.  
 
        280       290       300       310       320       330       340       350       360 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ACGTCCAATCAACTTCTTTGTTTTAAACCTAGCATTGAGTGATCTCTTCGTGGCTCTGATTGGTTATCCCATGACGGCAGTCTCGGCATT 
        370       380       390       400       410       420       430       440       450 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TTCAAACAGGTGGATTTAAAAGATAACAGAGACGATGGTTTTAAAGATCATTTTCTGTATCNGGTTTTTTTGCTCTATTTTGGACTGTGT 








Figura 3-3: Alineamiento entre el Contig-0 y el Contig-1, las estrellas amarillas muestran las posiciones en las 
que hay identidad entre las secuencias.  En la figura solo se muestra la región donde se alinean las dos 
secuencias.  
 
                           100       110       120       130       140       150       160       170       180         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           -----------------------------------------------------ACAAGAAGCAGCGTTAAGCTTTAAAGTCACTAGACAG  
Contig-0           GGAACAATGGGTCTCCATTGGAACAATGGGTCTCCATACCAAATTCGGTGATGTCACAACTGAAATTTAAGTGATAGTGTCATCAGATCC  
Clustal Consensus                                                        **  *   *   *****   **  ****  ***     
 
                           190       200       210       220       230       240       250       260       270         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           -----ACACATC--------AAAGACGTCAACTAG--ACTTGAAGCAATCTTCTCAGGCAAATTC-ATCAAGACAGGAAAATAAT-CAAA  
Contig-0           TTTTTACACATTCAGGATAAAAAGGTGCAAAAAGGCGATTTACAATTTTCTTCTCAACGGTTTTCTGTCAATGTGATACTCAAGTATGGT  
Clustal Consensus       ******         ****  *  **   *  * **  *    ********      ***  ****      *    * *       
 
                           280       290       300       310       320       330       340       350       360         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           ACCGAATTGGAATTATGTAGTA--TTACAAT--ACCAT--AGCACAATCAATATA-AGC------AACAACAAAAAATGGCCGTCGCCCG  
Contig-0           ACGTATTTGGAGCAATATATCAAATGGGAATCAGCCCTCGGGAGCACTTGGTATACAGCCTTCTGGATATAGGACAATAGGAATCATCAT  
Clustal Consensus  **  * *****   ** **  *  *   ***   ** *   *  ** *   **** ***       * *    * *** *   **  *    
 
                           370       380       390       400       410       420       430       440       450         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           ATTTGTGGTCAACAGAATGTGAGGAAATTTTGCATGAGAGATCTCCTCATTGTCCTCGTCTTTACCAAACGAAGATCCGTCAGACGTCCA  
Contig-0           ATCCATCGT---TAGTGTGCTAGGAATATCCG-----GAAATCTGCTCATTGTCCTCGTTTTTACCAAACGAAGATCCGTCAGACGTCCA  
Clustal Consensus  **   * **    **  **  *****  *  *     ** **** ************** ******************************  
 
                           460       470       480       490       500       510       520       530       540         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           ATCAACTTCTTTGTTTTAAACCTAGCATTGAGTGATCTCTTCGTGGCTCTGATTGGTTATCCCATGACGGCAGTCTCGGCATTTTCAAAC  
Contig-0           ATCAACTTCTTTGTTTTAAACCTAGCATTGAGTGATCTCTTCGTGGCTCTGATTGGTTATCCCATGACGGCAGTCTCGGCATTTTCAAAC  
Clustal Consensus  ******************************************************************************************  
 
                           550       560       570       580       590       600       610       620       630         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           AGGTGGATTT--------------------------------------------------------------------------------  
Contig-0           AGGTGGATTTTTGAAAGTGCTGGTTGCAAGTTGTATGCGTTTATATGTTTCAACTCCGGCGTGAGTAGTATAATGACCCATGCCGCACTC  
Clustal Consensus  **********                                                                                  
 
                           640       650       660       670       680       690       700       710       720         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           -------------------------------------------AAAAGATAACAGAGACGATGGTTTTAAAGATCATTTTCTGTATCNGG  
Contig-0           GGCTTCTGTCGTTACGTCATCGTTTGCAAGTATGGATACCGTAAAAAGATAACAGAGACGATGGTTTTAAAGATCATTTTCTGTATCTGG  
Clustal Consensus                                             ******************************************** **  
 
                           730       740       750       760       770       780       790       800       810         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           TTTTTTTGCTCTATTTTGGACTGTGTCCCCACTCCTTGGATGGTCGTCATATGTCGAGGAAATCATACCAGTGTCTTGTAGTTTGAATTG  
Contig-0           TTTTTT-GCTCTATTTTGGACTGTGTCCCCACTCCTTGGATGGTCGTCATATGTCGAGGAAATCATACCAGTGTCTTGTAGTTTGAATTG  
Clustal Consensus  ****** ***********************************************************************************  
                           
                           820       830       840       850       860       870       880       890       900         
                   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Contig-1           GTTTGGTCAAGAGGTCGGGGACCTTACATACAC---------------------------------------------------------  
Contig-0           GTTTGGTCAAGAGGTCGGGGACCTTACATACACAGTATCCGTCATCGTGGCGATATACATGTTCCCTTTAAGTGTGATTACGTTCTCCTA  
Clustal Consensus  *********************************   
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3.2 Obtención del transcrito de Scop2 
Usando como templete el cDNA 3’ RACE ready y dos combinaciones iniciales de primers: Scop2_C0-
169FWD/Scop2_C0-1523REV y Scop2_C0-253FWD/Scop2_C0-1523REV se amplificaron dos productos 
de PCR, los cuales al ser separados  en un gel de agarosa al 1.2%,  mostraron los pesos esperados  de 
±1.3 y ±1.2  Kilo bases (Kb), respectivamente (figura 3-4, A). La banda correspondiente al producto 
amplificado con Scop2_C0-169FWD/Scop2_C0-1523REV, fue purificada del gel y usada como 
templete para una reacción anidada con los primers Scop2_C0-433FWD y Scop2_C0-785REV. Dicho 
producto de PCR fue corrido en un gel de agarosa de las mismas características y mostró el peso 
esperado (figura 3-4, B).  
El producto purificado de  Scop2_C0-169FWD/Scop2_C0-1523REV fue insertado dentro de un vector 
pGEM t-easy, clonado y amplificado para ser secuenciado. 
 
Figura 3-4: Gel de los productos de las reacciones de PCR del Contig-0; A) amplificación de Scop2 desde el cDNA 




Por otro lado se intentó amplificar también el Contig-1, para lo cual se usaron cuatro primers en todas 
las combinaciones (los primers forward fueron: Scop2_C1-76FWD y Scop2_C1-189FWD; y los primers 
reverse: Scop2_C0-453REV y Scop2_C0-785REV) en presencia de el mismo cDNA 3’ RACE ready usado 
como templete en la amplificación del Contig-1; además,  se usaron dos temperaturas de anillaje 
diferentes. En ninguna de las reacciones de PCR se obtuvo producto  alguno (figura 3-5).  
Estos resultados muestran que al menos uno de los dos contigs es real y que en el transcriptoma de P. 
irradians existe una secuencia que es amplificada con primers diseñados contra Scop2.  
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Figura 3-5: Gel de los productos de la PCR del  Contig-1. 
 
Para poder extender la secuencia y obtener un clon completo del transcrito del Contig-0 (desde ahora 
referido como pScop2), se hicieron reacciones de PCR RACE usando como templete dos librerías de 
cDNA de la retina de Pecten, una de ellas con un ancla en el extremo 5’ y la otra con un ancla en el 
extremo 3’. Estas anclas son blancos de primers universales y permiten la amplificación de la región 
desconocida de un trascrito que se encuentra entre el ancla y aquella porción del  transcrito que ya es 
conocida. Para la reacción 5’RACE se usaron la mezcla  de primers universales) y los primers 
específicos para Scop2, Scop2_C0-648REV y Scop2_C0-785REV (figura 3-6).  Para la reacción 3’RACE 
se uso la mezcla  de primers universales  y los primers específicos Scop2_C0-433FWD y  Scop2_C0-
626FWD. Las dos reacciones se hicieron a 59°C y 61°C (figura 3-6). El DNA de las bandas más pesadas 
en los geles fue purificado, ligado a vectores pGEM t-easy y amplificado para ser secuenciado. 
 
Figura 3-6: Geles de las reacciones de PCR 5’ RACE, A) y 3’RACE, B).  
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El DNA purificado de las reacciones RACE también fue usado como templete en reacciones anidadas 
en las cuales se usó el primer universal anidado el cual también anilla en el ancla añadida en los 
extremos de cada librería. En las reacciones anidadas  5’ RACE se usaron los primers Scop2_C0-
453REV y NUP con el producto obtenido con Scop2_C0-648REV/UP; y los primers Scop2_C0-648REV y 
NUP con el producto obtenido con Scop2_C0-785REV/UP. En las reacciones anidadas  3’ RACE se 
usaron los primers NUP y Scop2_C0-626FWD para el producto obtenido con  Scop2_C0-433FWD/UP; 
y  Scop2_C0-763FWD y NUP para el producto obtenido con Scop2_C0-626FWD/UP (figura 3-7). En 
todas las reacciones anidadas los primers usados anillan en regiones más internas que los primers con 
los que se amplificó el producto usado como templete. Para este caso los productos más brillantes 
(del peso esperado)  fueron purificados del gel, clonados dentro de vectores pGEM t-easy y 
mandados a secuenciar.  
 
Figura 3-7: Geles de las reacciones anidadas  5’ RACE, A) y anidadas  3’RACE, B), 
 
 
Todas las secuencias obtenidas de las reacciones de PCR, anidadas  y RACE fueron procesadas como 
se describió  anteriormente y ensambladas en Bioedit usando el algoritmo CAP y se pudo obtener el 
clon completo de Scop2 (figura 3-8). 
 
Figura 3-8: Secuencia de pScop2 del transcriptoma de P. irradians obtenida al ensamblar las secuencias 
primarias obtenidas mediante las técnicas de PCR y la subsecuente secuenciación. 




        100       110       120       130       140       150       160       170       180         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
TGATGGAACATGGGTAAATATGGAACAATGGGTCTCCATTGGAACAATGGGTCTCCATACCAAATTCGGTGATGTCACAACTGAAATTTA  
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Figura 3-8: Continuación  
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3.3 Análisis de la secuencia de pScop2 
La secuencia obtenida de pScop2 tiene 1647 bases y cuando se comparó con las bases de datos a 
nivel de nucleótidos, solo  muestra parecido con la secuencia de Scop2 de P. yessoensis, con 72% de 
identidad y una cobertura de 57%; el alineamiento muestra un valor esperado de 9e-140 y un puntaje 
de 508; no hay otro alineamiento  significativo. A su vez, cuando se compara pScop2 a nivel de 
aminoácidos mediante un BLAST X, este muestra un 62% de identidad  con una cobertura de 72% con 
la secuencia de Scop2 de P. yessoensis; además, este alineamiento tiene un valor esperado de 2e-171 
y un puntaje de 502. Otros alineamientos significativos se obtienen con  las opsinas acopladas a 
proteínas Go del erizo morado (Strongylocentrotus purpuratus)con un 33% de identidad en una 
cobertura de 63%, su valor esperado  y puntaje son 3e-58 y 212 respectivamente;  y de la ostra 
japonesa  (Crassostrea gigas) con la cual tiene un 36% de identidad en una cobertura de 48% con un 
puntaje de 185 y un valor esperado de 7e-50. La figura 3-9 muestra el alineamiento de las opsinas 
acopladas a Go con mayor homología  a la secuencia de pScop2. Aunque las secuencias no muestran 
mucha identidad, si muestran alta  similitud. 
 
Figura 3-9: Secuencia de aminoácidos de pScop2 predicha a partir de la secuencias de nucleótidos obtenidas. 
         10        20        30        40        50        60        70        80        90                  
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
MVRIWSNISNGNQPSGALGIQPSGYRTIGIIISIVSVLGISGNLLIVLVFTKRRSVRRPINFFVLNLALSDLFVALIGYPMTAVSAFSNR  
        100       110       120       130       140       150       160       170       180         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
WIFESAGCKLYAFICFNSGVSSIMTHAALGFCRYVIVCKYGYRKKITETMVLKIIFCIWFFALFWTVSPLLGWSSYVEEIIPVSCSLNWF  
        190       200       210       220       230       240       250       260       270         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GQEVGDLTYTVSVIVAIYMFPLSVITFSYGMILRKKLCISTRRNETRTRQGYMPRYIQDLEQRVTLISFMMMSAFIVAWTPYAIMSGMSV  
        280       290       300       310       320       330       340       350       360         
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
ASFNFNHSVAALPTLFAKASCAYNPFIYAFTNSTFRDSLKEMMAPWTRRRVGVAAFTLWPRVTYYQQRRTNSVIYTVGSDLPDERLFMAN  




Figura 3-10: Alineamiento de las opsinas acopladas a G
o
: las secuencia de pScop2, Scop2 y las opsinas acopladas 
a G
o
 de Strongylocentrotus purpuratus, Crassostrea gigas y Branchiostoma floridae, fueron alineadas. Los 
aminoácidos idénticos están en negro y los similares en gris. Las estrellas representan identidad, los dos puntos 
corresponden a aminoácidos  altamente similares y el punto a aminoácidos similares. 
 
                                       50        60        70        80        90       100       110             
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pScop2 (P. irradians)          IQPSGYRTIGIIISIVSVLGISGNLLIVLVFTKRRSVR-RPINFFVLNLALSDLFVALIGYPMTAVSAFS  
Scop2 (P. yessoensis)          ISPSEFRIIGIFISICCIIGVLGNLLIIIVFAKRRSVR-RPINFFVLNLAVSDLIVALLGYPMTAASAFS  
Crassostrea gigas              LSAASYISIGVYMIVLTLTAILGNCLVLFVYWKRSLYK-RPVNWFILNISVADLCVALFAHPLSASASFN  
Strongylocentrotus purpuratus  LSQTGYLLTALYLTLVGIVSTIGNITVLCVLCRYGTFRKRSVNILLMNMAVSDLGVSVAGYPLTAISGYR  
Branchiostoma floridae         VTYGGYLASAVYLTITGLIAFVGNIFAIIVFLTEKEFRKKEHNSFALNLAIADLSVCVFAYPSSTISGYA  
Clustal Consensus              :    :   .: : :  : .  **   : *       : :  * : :*::::** *.: .:* :: :.:   
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Figura 3-10: Continuación 
                                  120       130       140       150       160       170       180         
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pScop2 (P. irradians)          NRWIFESAGCKLYAFICFNSGVSSIMTHAALGFCRYVIVCKYGYRKKITETMVLKIIFCIWFFALFWTVS  
Scop2 (P. yessoensis)          NRWIFDNIGCKIYAFLCFNSGVISIMTHAALSFCRYIIICQYGYRKKITQTTVLRTLFSIWSFAMFWTLS  
Crassostrea gigas              RSWNLDGVGCQMYGFFCYIFACNNIMTYAAISYFRYQIVCENNYVARIQRGRILSVLISIWMFSLFWTVS  
Strongylocentrotus purpuratus  GRWVFADIGCQFSGFCVYALSCSTISTHAVVAIYRYIYIVKPYHRPRLSSSTSCLAILCIWTFTLFWTIT  
Branchiostoma floridae         GEWMLGDVGCTIYGFLCFTFSLTSMVTLCAISVYRYIVICKPQYAHLLTHRRTNYVILGIWLYALVFSVP  
Clustal Consensus                * : . ** : .*  :  .  .: * ..:.  **  : :  :   :        :: ** :::.:::.  
 
                                  190       200       210       220       230       240       250 
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pScop2 (P. irradians)          PLLGWSSYVEEIIPVSCSLNWFGQEVGDLTYTVSVIVAIYMFPLSVITFSYGMILRKKLCISTRRNETR-  
Scop2 (P. yessoensis)          PLFGWSSYVIEVVPVSCSVNWYGHGLGDVSYTISVIVAVYVFPLSIIVFSYGMILQEKVCKDSRKNGIR-  
Crassostrea gigas              PLVGWNGYELEPYRLTCSIRWYGHVDSDRAYICLVLLCVSPD----------------------------  
Strongylocentrotus purpuratus  PFFGWSSYTYEPFGTSCSINWYGKSLGDLTYIICCVVFVFILPIIIMLYCYIGVAKKIKGIDPLRTEERD  
Branchiostoma floridae         PLFGVNRYTYEPIKVTCSLDWNVQHVGETIYTAAVIIIVYVLNVSIMCFCYFNIIFKSANLKFAALASEK  
Clustal Consensus              *:.* . *  *    :**: *  :  .:  *    :: :                                 
 
                                  260       270       280       290       300       310       320        
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pScop2 (P. irradians)          --TRQGYMPRYIQDLEQRVTLISFMMMSAFIVAWTPYAIMSGMSVASFN-FNHSVAALPTLFAKASCAYN  
Scop2 (P. yessoensis)          --AQQRYTPRFIQDIEQRVTFISFLMMAAFMVAWTPYAIMSALAIGSFN-VENSFAALPTLFAKASCAYN  
Crassostrea gigas              -------MPAACPAPILLAMKISLLMTLSFVFTWTPYAFMSTVAASGVT-INSPVVLLPTLFAKSSCAYN  
Strongylocentrotus purpuratus  IAVVFGRLRKHETKIDTRVTKICFMMMASFIVVWTPYAVGSIWASKIGK-ISASASVLPTMFAKSSCMIN  
Branchiostoma floridae         -------TRTAAKKDIWKTSMMCLAMVVSFLIAWTPYAVSSTWDILTEEDLPIIATILPTMFAKSSCMMN  
Clustal Consensus                                .  :.: *  :*:..*****. *         .      ***:***:**  *  
 
                                  330       340       350       360       370       380       390 
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pScop2 (P. irradians)          PFIYAFTNSTFRD--------------------------SLKEMMAPWTRRRVGVAAFTLWPRVTYYQQR  
Scop2 (P. yessoensis)          PFIYAFTNANFRD--------------------------TVVEIMAPWTTRRVGVSTLP-WPQVTYYPRR  
Crassostrea gigas              PFVFFFSHSAFKS--------------------------YHFGFSSCIKTPETQEHPGVYVSNVRFR---  
Strongylocentrotus purpuratus  PIIFLTSSSKFRADLGKLWNRPSSLEHTIRVEERSREQRSFFVRQSALPDAMVSRSASVYYDKERIYIGE  
Branchiostoma floridae         PIIYSCCNGKFRQ------------------------------------------AALKTFSKVGSSNKQ  
Clustal Consensus              *:::    . *:                                            .     .         
 
                                  400       410       420       430       440       450       460  
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
pScop2 (P. irradians)          RTNSVIYTVGSDLPDERLFMANSLNTNSSNERIRRIRANSCLYSQTVRIEPRDPVIISPNSNNVDFSAI  
Scop2 (P. yessoensis)          RT-SAVNTTDIEFPDDNIFIVNSSVNGPTVKREKIVQRNPINVRLGIKIEPRDSRAATENTFTADFSVI  
Crassostrea gigas              ---NRVGPSGATHATSRAGIRSSTEAIPNGDHSKVIQISVHPVQQSNVL--------------------  
Strongylocentrotus purpuratus  MRAASIQKEADLLHRDPEAISIASSTSSSLQFVLKDRQNRYKKKAGEASKKGSNILHFPYDDTEGSSIA  
Branchiostoma floridae         NGQAQVEPRDPGFAVEPAGHQAFQMRVLPSSSAMTL---------------------------------  
Clustal Consensus                   :         .              .                                        
 
 
La secuencia de pScop2  tiene un marco de lectura predicho de 407 aminoácidos  (figura 3-10). 
Haciendo un perfil de hibrofobicidad de esta secuencia, se pueden predecir 7 regiones hidrofóbicas  
(figura 3-11) las cuales podrían corresponder a los 7 dominios transmembrana de las opsinas. En este 
perfil también se  puede observar que entre las regiones V y VI existe una porción de la secuencia 
altamente hidrofílica y que podría  corresponder al dominio de interacción con proteínas G (figura 3-
10). Cuando la secuencia de aminoácidos predicha para pScop2 se alinea con las secuencias de las 
opsinas más conocidas, entre ellas  la rhodopsina bovina, NinaE (la rhodopsina de la mosca de la 
fruta) y la secuencia de Scop2 de P. yessoensis  (secuencias obtenidas de UniProt,  P02699, P06002 y 
O15974 respectivamente) se puede observar que hay una lisina conservada en todas ellas (figura 3-
12); aunque la posición de esta lisina varía de secuencia en secuencia (296 en la bovina, 319 en NinaE, 
286 en Scop2 de P. yessoensis y 288 en pScop2 de P. irradians ), en todos los casos, el entorno de esta 
lisina es altamente conservado (figura 3-12),   y además se ubica en la séptima región transmebrana. 
Por lo tanto, esta lisina podría  corresponder al residuo en donde se forma el enlace de  Schiff con el 
11-cis-retinal, en la secuencia de pScop2 encontrada. 
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Figura 3-11: Perfil de hidrofobicidad de la secuencia de pScop2: El valor medio de hibrofobicidad en una 
ventana de 20 aminoácidos es graficado a medida que la ventana se desplaza a lo largo de la secuencia. Valores 
positivos reflejan zonas hidrofóbicas, mientras que valores negativos son de regiones hidrofílicas. Los números 
romanos enumeran las siete posibles regiones transmenbrana de Scop2. 
 
Figura 3-12: Alineamiento de varias secuencias de opsinas: las secuencias de la rhodopsina, NinaE, Scop2  y 
pScop2 fueron alineadas. En rojo se muestra la Lisina conservada en la que se enlaza el 11-cis-retinal. Notar que 
los aminoácidos que rodean este residuo son conservados en todas las secuencias. En negro se muestran los 
aminoácidos idénticos y en gris los similares. Las estrellas representan una identidad en las cuatro secuencias, 
los dos puntos representan aminoácidos altamente similares y el punto representa aminoácidos similares. La 
numeración en la parte superior, representa la posición de cada residuo en la Rhodopsina   bovina. 
                     295       305 
                                          .|....|....|....| 
Rhodopsin (B. taurus)    FAKTSAVYNPVIYIMMN 
NinaE (D. melanogaster)  FAKSAACYNPIVYGISH 
Scop2 (P. yessoensis)    FAKASCAYNPFIYAFTN 
pScop2 (P. irradians)    FAKASCAYNPFIYAFTN 
Clustal Consensus        ***::. ***.:* : : 
 
Ya que las opsinas son sujetas a glicosilaciones que parecen estar relacionadas con el plegamiento, 
direccionamiento y funcionamiento de la proteína (Murray et al 2009), se quiso buscar los posibles 
sitios de glicosilación en la secuencia de Scop2. Haciendo uso del software EnsembleGly (Caragea et 
al, 2007) se pudieron encontrar cinco posibles sitios de N-glicosilación en las posiciones N6, N233, 
N275, N301, y N364. No se detectó ningún sitio para O o C-glicosilación.  Debido a que las opsinas son 
glicosiladas en su extremo N-terminal que corresponde a un tramo extracelular (Murray et al 2009), la 
asparagina en la posición 6 parece ser el único sitio real de glicosilación en la secuencia de Scop2.  
Los resultados anteriores muestran que la secuencia de pScop2 encontrada en el transcriptoma de la 
retina de P. irradians, comparte las características que definen a la sub-familia de las opsinas y 
además la lisina en la posición 288  (que parece ser conservada), permite decir que esta opsina puede 
formar un enlace con el cromóforo y así poder absorber luz en el espectro visible. 
Resultados  31 
 
3.4 Localización de  pScop2 
3.4.1 Hibridación in Situ 
Una vez identificada y obtenida la secuencia completa de Scop2, se quiso saber en qué parte de la 
retina del ojo de pecten se expresa. Una forma de determinar esta localización  es identificar en 
cuales células se transcribe el mRNA de pScop2. Aprovechando la capacidad de los ácidos nucleídos 
de formar híbridos, se puede diseñar una sonda marcada de RNA capaz de unirse con el mRNA de 
pScop2.   
Para diseñar la sonda se insertó mediante PCR la secuencia de los promotores de las polimerasas de 
RNA T7 y SP6 dentro de la secuencia de pScop2. En esta reacción de PCR  se usaron primers que 
anillaban con la secuencia de pScop2  y que además tenían la secuencia de T7 o SP6 en su extremo 5’. 
Como templete se usó el vector pGEM t-easy que contenía la secuencia de Scop2 amplificada con los 
primers  Scop2_C0-169FWD y Scop2_C0-1523REV. Esta PCR tubo consideraciones especiales (ver 
Métodos). En la figura 3-13 se muestra el gel de los productos de esta PCR. Como se observa, todas 
las combinaciones de primers fueron exitosas. Para comprobar 1) la inserción de la secuencia de los 
promotores de las RNA polimerasas T7 y SP6 y 2) que la secuencia amplificada corresponde a Scop2; 
las bandas que poseían el peso esperado, fueron purificadas del gel y mandadas a secuenciar con los 
primes T7 y SP6. Todas las reacciones incorporaron las secuencias de los promotores exitosamente. 
 
Figura 3-13: Gel de las reacciones de PCR en las que se insertaron  las secuencias de los promotores 
correspondientes a las polimerasas de RNA T7 y SP6  en extremo 5’ y 3’ de pScop2 respectivamente. Las bandas 
más brillantes corresponden a los productos del peso esperado, los cuales  fueron purificados y secuenciados.   
 
 
Con el fin de tener suficiente concentración de los productos de pScop2 con los promotores añadidos, 
todas las reacciones de PCR fueron re-amplificadas en 50μl, usando los primers correspondientes a 
cada templete y el doble de cada uno de los componentes de la mezcla de PCR; la reacción con los 
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primers   Scop2_169F-T7  y Scop2_1516R-SP6, no pudo ser re-amplificada. Los cuatro productos  
restantes fueron purificados del gel y eluidos en agua. 
Se eligió el producto amplificado con Scop2_169F-T7 y Scop2_1516R-SP6 (figura 3-12)  para la síntesis 
de la sonda de RNA, ya que este producto mostró la mayor concentración y pureza (47µg/ml y una 
relación 260/280 de 1.8). 0.5μg de este producto fueron usados para la síntesis de la sonda sentido, 
(la cual es un RNA que posee la misma secuencia que el transcrito de Scop2) y 0.5μg del mismo 
producto fueron usados para la sonda antisentido (en este caso la secuencia de esta sonda, es el 
complemento del mRNA de pScop2 y por lo tanto puede formar un hibrido con este). Como se explicó 
en los Métodos, durante la síntesis de la sonda se usó un uracilo ligado a una molécula de 
Digoxigenina (DIG-11-UTP). Una vez finalizada la síntesis de las sondas, el RNA fue precipitado con LiCl 
y etanol, lavado y resuspendido en 50μl agua libre de RNAsas; 2μl de cada sonda fueron corridos en 
un gel de agarosa al 1% durante 15 minutos, para comprobar la síntesis del producto (figura 3-14). Los 
46μl restantes de las sondas fueron mezclados en 450μl  de HYB buffer y preservados a -20°C. 
 
Figura 3-14: Gel de los productos de RNA. 2μl de cada sonda fueron corridos en un gel de agarosa al 1% en un 
buffer de corrida con 50% formamida. Las flechas blancas indican los productos del peso esperado. Ya que no se 
tomó ninguna precaución para preservar el RNA en el gel, el barrido puede corresponder a productos de 
degradación de la sonda. 
 
 
Para comprobar que el DIG-11-UTP se incorporó en el RNA sintetizado,  una alícuota de este,  se fijó a 
una membrana de Nylon y se procedió con la inmunodectección de la Digoxigenina, tanto en   la 
sonda pura  (la antisentido a una concentración de 0.9 μg/μl y la sentido a  una concetracion de 0.7 
μg/μl) como en la sonda diluida a una concentración de 3μg/ml (típicamente usada durante una 
hibridación in Situ). La sondas puras mostraron una buena coloración cuando fueron reveladas, 
mientras que la sondas diluidas no mostraron coloración alguna (figura 3-15); por este motivo se  
decidió usar una dilución 1:10 de la sonda en vez de la concentración típica, para el ensayo de 
hibridación in situ. 
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Figura 3-15: Dot Blot, 1μl de cada sonda pura y su dilución a 3μg/ml fueron inmovilizados en una membrana de 
nylon, incubada con anticuerpos anti DIG y revelada con substrato de fosfatasa alcalina. El teñido, muestra la 
incorporación de digoxigenina en las sondas de RNA. El control es un cDNA marcado con digoxigenia. 
 
 
Algunos cortes de retina del ojo de P. irradians  de 12µm  de espesor, fueron incubados con la sonda 
antisentido y otros con la sonda sentido. Después de lavar el exceso de sonda, se incubaron con 
anticuerpos contra digoxigenina y se revelaron  con substrato de fosfatasa alcalina. La figura 3-16 
muestra  el patrón de transcripción de pScop2: Las retinas tratadas con la sonda Antisentido,  
muestran una  coloración fuerte en la retina distal la cual está compuesta principalmente de células 
ciliadas.  
Por otro lado, en la retina proximal, compuesta de células alagadas, las células rabdoméricas,  no  hay  
coloración significativa en el soma,  y el rabdómero no muestra coloración alguna.  Finalmente las 
retinas que fueron tratadas con la sonda  sentido, no muestran ninguna coloración ni en la retina 
proximal ni en la retina distal  (figura 3-16). 
 
3.4.2 Inmunodetección de pScop2 
Cuando un mRNA se transcribe, no necesariamente se traduce. Por ejemplo,  existen fenómenos 
como la inhibición por RNAi (Ketting, 2012) o RNAs antisentido (Whitehead et al, 2009), inclusión de 
mRNAs en cuerpos P (Parker y Sheth, 2007), mecanismos control de calidad del mRNA (Wu y Brewer, 
2012), entre otros. Estos mecanismos  involucrados en la regulación de la expresión génica a nivel 
postranscirpcional, provocan que ciertas moléculas de mRNA nunca sean traducidas. Entonces se 
hace necesario saber si la proteína, pScop2, está presente  en el tejido. Una forma de hacerlo, es 
mediante inmunodetección de pScop2,  usando anticuerpos específicos. Estos anticuerpos fueron 
diseñados a partir de la secuencia de aminoácidos predicha para pScop2; este acercamiento permite 
además saber en qué lugar de la célula se localiza esta  proteína. 
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Figura 3-16: Dos ejemplos representativos de Hibridación in situ de pScop2 en retinas del ojo de P. irradians. La 
sonda capaz de formar un híbrido con el mRNA de pScop2 se localiza en la retina distal (DR) y no en la retina 
proximal (PR); por otro lado, la sonda sentido no muestra ningún patrón de coloración. Micrografía de contraste 
diferencial de interferencia (DIC). 
 
 
Inicialmente, se llevo a cabo una inmunodetección de Scop2 por Western blot en un  homogenizado  de retinas 
del ojo de P. irradians: las proteínas fueron separadas en un gel discontinuo de poliacrilamida y luego  
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Dicha membrana fue bloqueada para prevenir unión no 
específica de los anticuerpos y luego fue  incubada con anticuerpos contra pScop2 hechos en conejo. Para la 
detección, se usaron anticuerpos contra inmunoglobulina de conejo hechos en cabra y acoplados a fosfatasa 
alcalina. La figura 3-17 muestra el western blot en el que se ve la presencia de una banda alrededor de 50 kD; el 
peso predicho para pScop2 a partir de la secuencia es de 46.2 KDa; la diferencia de pesos puede deberse a 
modificaciones postraduccionales como glicosilaciones, fosforilaciones y ubiquitinaciones comunes en las 
opsinas (Murray et al 2009). 
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Figura 3-17: Western Blot de pScop2. Las proteínas del lisado de la retina del ojo de P. irradians, fueron 
transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpos contra Scop2.  La membrana 
muestra una banda alrededor de 50 KDa que corresponde al peso molecular esperado para Scop2. Diferentes 




La localización de pScop2  fue evaluada  mediante inmunohistoquímica en rodajas de 7 µm de 
espesor del ojo de P. irradias. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo contra Scop2 y este 
fue detectado mediante un anticuerpo secundario fluorescente (fluor alexa 546 hecho en cabra 
contra inmunoglobulina de conejo).  La figura 3-18 muestra las imágenes del ojo en microscopia de 
contraste de interferencia diferencial (DIC), y su imagen correspondiente en fluorescencia. En las 
micrografías  de DIC se pueden distinguir las principales estructuras del ojo;  la fluorescencia  se 
observa únicamente  en células de la retina distal (DR);  a una mayor  magnificación, se observa que el 
marcaje se encuentra principalmente en la membrana celular. Por lo tanto pScop2 es una proteína 
que se expresa y se localiza en la retina distal del ojo de este molusco.  
Los resultados de la hibridación in situ y de la inmunodetección permiten por primera vez decir que 
pScop2 se transcribe y se expresa en las células de la retina distal del ojo de P. irradians. Dado que las 
células fotosensibles en esta capa son las células ciliadas, es muy probable que estas células usen 
pScop2 como  opsina. 
 
3.5 Construcción de vectores y ensayos de expresión. 
Para futuros estudios de la función de Scop2 se procedió a la construcción de  dos vectores de 
expresión en los cuales se insertó la secuencia codificante de pScop2 en marco de lectura con una 
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proteína fluorescente para generar un constructo de fusión que permita su detección. Los vectores 
fueron V7 XLT.GFPLT CS2+ y pcDNA3-mRFP. El fotopigmento putativo Scop2 de Mizuhopecten, no ha 
sido expresado en un sistema  heterólogo hasta la fecha. Esto es un paso importante para futuros 
ensayos funcionales. Si se logra la expresión heteróloga, se hace posible examinar si efectivamente la 
molécula es capaz de ligar un cromóforo, si adquiere la capacidad de sufrir cambios conformacionales 
al exponerse a la luz, y si es competente para acoplarse a una proteína Go y activarla.  Esto abriría la 
posibilidad de un sistema heterólogo, que confiera fotosensibilidad a células que normalmente no la 
tienen. Este acercamiento ha sido utilizado para probar la funcionalidad de múltiples tipos de opsinas 
como la rhodopsina bovina (Khorana et al, 1988), la rhodopsina de Limulus (Knox et al, 2003) y  la 
melanopsina (Qiu et al, 2005) entre otras. 
 
Figura 3-18: Inmunodetección de pScop2 en rodajas del ojo de P. irradians. pScop2 fue detectado con 
anticuerpos específicos y revelado con anticuerpos secundarios fluorescentes (fluor alexa 546, es exitado a 
560nm y emite a 570nm). En microscopia DIC se observan la retina proximal (PR), la retina distal (DR), el lente 
(Lens) y la cornea. En la imagen de fluorescencia  correspondiente, se observa que Scop2 se localiza 
principalmente en la membrana de células de la retina distal (DR).  Los paneles superiores muestran las 
imágenes magnificadas 20x y los inferiores muestran una subregión de los mismos cortes a una magnificación 
de 63X..   
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Con el fin de  lograr una ligación dirigida de la secuencia de Scop2 dentro de los vectores de 
expresión, primero se identificaron aquellas enzimas de restricción capaces de cortar en las regiones 
que flanquean el sitio multiclonaje del vector y que no cortaran Scop2. En el caso del vector V7 
XLT.GFPLT CS2+ estas fueron ClaI, BamHI y XhoI. Para el caso del vector pcDNA3-mRFP fueron HindIII, 
EcoRV, BamHI y XhoI.   
Las secuencias de reconocimiento de estas enzimas fueron incluidas en dos grupos de primers (ver 
métodos). Los primers fueron diseñados de tal manera que el producto amplificado de pScop2 
retuviera parte de la secuencia 5’ UTR además del marco de lectura completo menos el codón de 
parada; esto se hizo para generar un marco de lectura continuo entre Scop2 y la proteína 
fluorescente. Para la PCR se usó como templete el plásmido pGEM t-easy que contenía la secuencia 
de Scop2 amplificada con los primers  Scop2_C0-169FWD y Scop2_C0-1523REV; todas las 
amplificaciones con las distintas combinaciones de primers fueron exitosas (figura 3-19). Estos 
productos fueron purificados y almacenados a -20°C. 
Más tarde los productos de PCR de pScop2 con los sitios de restricción y los vectores de expresión, 
fueron sujetos a una doble restricción usando las combinaciones de enzimas que correspondieran a 
aquellas que fueron insertadas a la secuencia de pScop2. Después de dos horas de incubación con las 
enzimas de restricción y 20 minutos de inactivación, todos los productos restringidos (Vectores y 
productos de PCR) fueron corridos en geles,  purificados y eluidos en agua.   
Los productos purificados fueron ligados como se describió anteriormente. Después de la reacción de 
ligación, se transformaron bacterias competentes JM109 las cuales fueron sembradas en agar con 
ampicilina. Se procedió a la selección de las colonias y la amplificación de los vectores. Para el caso 
del vector V7 XLT.GFPLT CS2+ se hizo una PCR de colonia para comprobar la presencia de pScop2; 
para el vector pcDNA3-mRFP se hizo una PCR usando como templete el vector purificado (figura 3-
20). 
Figura 3-19: Geles de los productos de PCR en los que se insertaron sitios de reconocimiento específicos para 
endonucleasas de restricción  en  la secuencia de pScop2. 
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Figura 3-20: A) Gel de los productos de PCR de colonia para identificar pScop2 en bacterias transformadas con 
el vector V7 XLT.GFPLT CS2+/pScop2; B) Gel de los productos de PCR del vector pcDNA3-mRFP/pScop2 para 
comprobar la inserción de pScop2. En la figura se indican: la colonia de donde se originó el producto (e.j. A1, B1, 
C1, etc), las enzimas de restricción que se usaron para generar el vector, y el par de primers usados para 
amplificar el producto mostrado en el gel. 
 
 
El vector purificado de la colonia B1 transformada  con V7 XLT.GFPLT CS2+/Scop2 (figura 3-20 A) se 
mandó a secuenciar y se pudo comprobar que este vector había sido construido exitosamente. Por 
otro lado, los vectores purificados de las colonias A1, B2, C1, D3 y E2 transformadas con pcDNA3-
mRFP/Scop2 (figura 3-20 B) fueron secuenciados y el único producto que no dio el resultado esperado 
fue el de la colonia D3.  Finalmente el vector V7 XLT.GFPLT CS2+/Scop2 de la colonia B1 (en el que 
Scop2 fue insertado entre los sitos BamHI/ClaI) y el vector pcDNA3-mRFP/Scop2 de la colonia B2 (en 
el que Scop2 fue insertado entre los sitos HindIII/XhoI fueron nuevamente amplificados y purificados 
en una midiprep con el fin de obtener suficiente cantidad de vector para ensayos de expresión.  
Varios ensayos de expresión se llevaron a cabo para probar los vectores construidos (figura 3-21). Los 
primeros ensayos se hicieron en células N2A, las cuales provenien de neuroblastoma de ratón y por lo 
tanto tienen un origen neuronal como los fotorreceptores. También se usaron células Hek 293, las 
cuales  son comúnmente usadas en ensayos de transfección. En los dos tipos de células hubo 
expresión de los dos vectores.  Sin embargo el porcentaje de expresión en todos los casos nunca  
superó el 5%. Con el fin de lograr una mayor expresión de pScop2 en membrana plasmática, se 
hicieron ensayos en células LLC-PK1-CL4 (derivadas de riñón de cerdo; Amsler y Cook, 1985), ya que 
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en estas células se ha reportado mayor efectividad en la localización de proteínas de membrana 
(Zheng et al, 2010). 
Figura 3-21: Ejemplos de ensayos de expresión de los vectores V7 XLT.GFPLT CS2+/Scop2 y pcDNA3-
mRFP/Scop2.  En la figura se muestra la imagen de fluorescencia y su correspondiente imagen de DIC. A) y B) 
células N2A transfectadas con V7 XLT.GFPLT CS2+/Scop2 y pcDNA3 mRFP/Scop2 respectivamente, tomadas a 
63X en coloración original. C) Células Hek293 transfectadas con  pcDNA3-mRFP/Scop2 a una magnificación de  
40X en Blanco y negro. 
 
 
Estos resultados muestran que los vectores de expresión fueron correctamente construidos,  donde 
Scop2 y la proteína fluorescente quedaron en un solo marco de lectura. Estos resultados abren la 
posibilidad de futuros experimentos para comprobar la funcionalidad de Scop2. 
 

























Hay evidencia acumulada que sugiere la existencia de una cascada de fototransducción que diverge 
de los esquemas canónicos descritos en los conos y bastones de los vertebrados y en los 
fotorreceptores rabdoméricos de los invertebrados, respectivamente. En esta cascada se ha 
propuesto que el fotopigmento señaliza acoplándose a una proteína G heterotrimérica del sub-tipo 
Go (Kojima et. al, 1997); sus efectores no se conocen en detalle pero por lo menos en un caso parecen 
implicar la regulación de la actividad de una guanilato ciclasa (Gomez y Nasi, 2000), la cual llevaría a 
un aumento de los niveles de cGMP y la activación de canales iónicos selectivos al potasio (Gomez y 
Nasi, 1995).  
El fotopigmento putativo que puede mediar  esta fototransducción (Scop2) fue identificado 
inicialmente en el molusco Mizuhopecten (Patinopecten yessoensis)  por Kojima y colaboradores 
(Kojima et. al, 1997), sin embargo la fisiología de P. yessoensis no ha sido estudiada, por lo cual no ha 
sido posible relacionar estos hallazgos con información funcional. Por esta razón se quiso trabajar en 
P. irradians ya que además de estar  cercanamente relacionado con Mizuhopecten, se conoce a fondo 
la fisiología de sus fotorreceptores. Con la disponibilidad del transcriptoma de la retina de P. 
irradians, se identificaron  dos secuencias parecidas a aquella reportada en 1997; los análisis de PCR 
mostraron que solo una de estas secuencias era real y mediante extensiones RACE se pudo obtener la 
secuencia completa de este transcrito, el cual fue denominado pScop2.  
En esta tesis también se mostro que pScop2 se transcribe y se expresa en las células de la retina distal 
del ojo de P. irradians. Aunque esto ya se suponía en Mizuhopecten (Kojima et. al, 1997), nunca se 
había demostrado a nivel celular la distribución de Scop2.  Los presentes resultados ubican a pScop2 
en una clase de células fotosensibles en la retina distal. Las cuales  tienen una respuesta fisiológica a 
la luz diferente a las tradicionales: ésta consiste en la hiperpolarización del potencial de membrana 
debida a la apertura de canales potasio-selectivos. Además  pScop2, al igual que Scop2 de 
Mizhupecten, se localiza en una región en  donde se piensa que la única proteína G presente es de 
tipo O (Kojima et al, 1997; Gomez et al, 2008); esto apoya la idea de la existencia de una cadena de 
pasos enzimáticos novedosos en la detección de un estímulo lumínico  donde pScop2 sería el primer 
eslabón. Finalmente, los datos encontrados muestran  que la secuencia de pScop2 encontrada no es 
un pseudogen. La localización de pScop2 en membrana sugiere una exportación activa de esta 
proteína hacia el sitio en donde se piensa que realiza su función pero estudios de microscopia 
confocal y electrónica son necesarios para confirmar que pScop2 está en los cilios de las células de la 
retina distal de este tipo de bivalvos. 
 Estudios  en el ortólogo de Scop2 de  Branchiostoma floridae, mostraron que  esta proteína es capaz 
de unirse al 11-cis-retinal (Koyanagi et al, 2002; Tsukamoto, 2005). Los alineamientos hechos en este 
trabajo mostraron que tanto la lisina en donde se establece el enlace con el cromóforo, como la 
región que rodea este aminoácido, son altamente conservadas en las opsinas acopladas a proteínas 
Go, como pScop2, e incluso en las opsinas de organismos altamente divergentes como la rhodopsina 
42          Un Tercer Tipo de Cascada de Fototransducción 
bovina y NinaE (la rhodopsina de Drosofila melanogaster). Esta lisina es esencial para la función de las 
opsinas involucradas en la fototransduccion y esto explica que haya sido conservada a lo largo de la 
evolución en este grupo de proteínas. Estos datos sugieren que pScop2 es capaz de ligar  un 
cromoforo  la proteína  pueda formar un fotopigmento funcional. 
Ortólogos adicionales de Scop2 han sido encontrados en otros moluscos como la ostra japonesa  
(Crassostrea gigas número de acceso de NCBI EKC29416.1), equinodermos como el erizo morado 
(Strongylocentrotus purpuratus número de acceso de NCBI XP_783329.3) y en cordados primitivos 
como el anfioxo (Branchiostoma floridae, número de acceso de NCBI XP_002609116.1). Estos 
hallazgos ubican este tipo de opsinas en organismos evolutivamente distantes, lo cual sugiere un 
origen temprano en la evolución animal antes de la división de protostomia y deuterostomia. Los 
estudios evolutivos, basados en análisis moleculares de genes del desarrollo visual como Pax6 (Arendt 
y Wittbrodt, 2001; Arendt 2003), proponen que los mecanismos canónicos de fototransucción 
(aquellos mediados por Gt y Gq) ya estaban presentes en urbilateria (el ancestro de protostomados y 
deuterostosmados; Arendt y Wittbrodt, 2001). Si la cascada de fototransducción propuesta por 
Kojima  se corrobora, esto sugeriría la existencia de tres cascadas enzimáticas diferentes, encargadas 
de detectar estímulos lumínicos en los animales de simetría bilateral primitivos.  
En esta tesis se muestra por primera vez la expresión heteróloga de una opsina de un invertebrado 
perteneciente a la nueva clase de fotopigmentos acoplados a proteínas Go. Aunque el homólogo de 
Scop2 del Anfioxo ha sido expresado en células Hek, se desconocen las células nativas en las cuales 
esta proteína se expresa, dificultando relacionar la información molecular obtenida de con el rol de 
esta proteína in vivo. Entonces la expresión heteróloga de pScop2 es fundamental para dilucidar el 
papel de esta proteína dentro de su sistema nativo. Los posibles experimentos a realizar son 
discutidos mas adelante. 
 Para entender el funcionamiento de esta nueva cascada de fototransducción de las células cilidadas 
de invertebrados, en un futuro se hará necesario  aclarar los siguientes problemas. Primero, aunque 
pScop2 ha sido identificado como un posible fotopigmento y en esta tesis se mostró que se expresa 
en las células ciliadas de P. irradians, aún no se dispone de una demostración experimental que 
establezca su capacidad  de activar una proteína G. Los datos existentes hasta ahora consisten en  
experimentos en los cuales se ha reemplazado el loop de interacción de proteínas G de la rhodpsina 
bovina por el loop correspondiente de Scop2 y se mostró que esta opsina quimérica es capaz de 
activar una proteína G de tipo o (Terakita et al, 2002) Por otra parte hay evidencia farmacológica que 
apoya un rol de Go en la respuesta a la luz de las células ciliadas de Pecten, pero se necesitan 
experimentos in vitro en los cuales se muestre que Scop2, activado por la luz,  puede favorecer el 
intercambio de GTP por GDP en la subunidad α de una proteína Go. 
Segundo, no es claro como ocurre el incremento de cGMP gatillado por el estímulo lumínico. Existen 
dos posibilidades que pueden explicar este fenómeno: una de ellas es que la proteína G actúe como 
un inhibidor de una fosfodiestearasa (PDE) específica para cGMP, en este caso habría una producción 
constante de cGMP en la oscuridad pero su concentración se mantendía baja debido a una hidrólisis 
constante por parte de la PDE; la luz al ser absorbida provocaría la inhibición de la PDE permitiendo 
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un incremento del cGMP capaz de estimular el canal de potasio que media la fotocorriente. Si esta 
hipótesis fuera cierta, los antagonistas de la PDE deberían imitar los efectos de la luz en una célula 
ciliada; sin embargo, esto no se obtuvo con la aplicación de inhibidores de distintas clases de PDE 
como IBMX, dipyridamole, zaprinast, EHNA, trequinsin, milrinone, 8-methoxymethyl-IBMX y W-7, 
(Gomez y Nasi, 2000). La otra posibilidad es la luz cause la activación de una guanilato cliclasa, 
entonces en la oscuridad no hay producción de cGMP por lo cual los canales sensibles a este 
nucleótido cíclico permanecen cerrados, el estímulo lumínico causa el incremento de cGMP por la 
activación de la guanilato ciclasa y la apertura de los canales sensibles a cGMP de esta célula. La 
aplicación de un inhibidor de guanilato cilcasas como LY83583 causó una depresión en la foto-
corriente, sugiriendo que una guanilato ciclasa estaba involucrada en la respuesta a la luz (Gomez y 
Nasi, 2000).  El problema con esta posibilidad es que se tiene escasa información acerca de  guanilato 
ciclasas cuya actividad sea controlada por proteínas G y cuya actividad catalítica sea lo 
suficientemente alta para mediar la fototransducción de este tipo de células ciliadas.  
Tercero, no se conoce la identidad molecular del canal sensible a cGMP que media la 
hiperpolarización de la célula, aunque los datos fisiológicos han permitido aclarar mucha información 
acerca de este canal, este no ha podido ser clonado. 
Finalmente  aún falta esclarecer detalles acerca de los mecanismos por los cuales las células ciliadas 
de P. irradians son capaces de modular la fotocorriente y la cinética de su respuesta en función de la 
luz ambiental. Este fenómeno, conocido como la adaptación, permite a los fotorreceptores responder 
en condiciones de iluminación tan diferentes como el día y la noche. Se sabe que la adaptación en 
estas células es independiente  de cambios en el calcio citosólico (Gomez y Nasi, 1997b) lo cual 
contrasta con lo que sucede en los fotoreceptores ciliados de vertebrados y los rabdoméricos de 
invertebrados, donde el calcio juega un papel esencial.  También se ha probado que el cGMP tiene 
efectos sobre la adaptación probablemente mediados por una proteína kinasa G (PKG; Gomez y Nasi, 
2005b); sin embargo, el blanco de la PKG y las consecuencias funcionales de su fosforilación todavía 
no se conocen. Estudiar  el fenómeno de la adaptación en  estas células es importante para entender 
completamente la cascada de fototransducción, ya que durante la adaptación se modifica la actividad 
de los diferentes pasos enzimáticos involucrados de tal manera que la respuesta de las células sea 
eficiente en condiciones cambiantes de iluminación. 
Para resolver los problemas mencionados anteriormente es necesario combinar varios acercamientos 
experimentales como electrofisiología, biología molecular y bioquímica entre otros. Además, se hace 
evidente la necesidad de trabajar con un modelo experimental como fotorreceptores ciliados de P. 
irradians cuya fisiología, ha sido ampliamente estudiada; adicionalmente, ya se cuenta con el 
transcriptoma de la retina de este animal, lo cual probablemente permitirá la identificación de 
elementos novedosos. Estas herramientas permitirán integrar los datos obtenidos con los multiples 
acercamientos experimentales y así establecer los nexos que vinculan las moléculas con las 
respuestas macroscópicas observadas. 
 
44          Un Tercer Tipo de Cascada de Fototransducción 
Futuras investigaciones 
Con el trabajo hecho para esta tesis, se han sentado las bases para indagar sobre la función de 
pScop2. Si mediante la expresión heteróloga de esta proteína, se logra inducir fotosensibilidad en una 
célula que no responde a la luz normalmente (como se ha hecho anteriormente con las rhodopsinas 
de vertebrados (Khorana et al, 1988), invertebrados (Knox et al, 2003) y  melanopsina (Qiu et al, 
2005) entre otras),  se podría entonces, decir que Scop2 es una proteína funcional. Los vectores de 
expresión construidos (V7 XLT.GFPLT CS2+/pScop2 y pcDNA3-mRFP/pScop2) no solo permiten la 
expresión de pScop2 sino que también facilitan la identificación de las células transfectadas mediante 
microscopía de flurorescencia.  
Este tipo de acercamiento presenta algunas dificultades: la primera de ellas es elegir un sistema 
heterólogo apropiado para la expresión de Scop2, ya que esta opsina proviene de un molusco y 
factores como el uso codónico, señales para el direccionamiento a membranas y las condiciones para 
el plegamiento correcto, son desconocidas,  y difíciles de determinar. Otra dificultad con este tipo de 
experimentos es que, una vez lograda la expresión de Scop2 se necesita reconstituir el fotopigmento: 
para ello es necesario agregar  externamente un cromóforo que permita que Scop2 pueda absorber 
luz visible,  (se desconoce sí los sistemas heterólogos tradicionales son capaces de producir esta clase 
de compuestos); existen dos posibles opciones en este caso: agregar 11-cis-retinal el cual es difícil de 
conseguir ya que no es disponible comercialmete, o agregar todo-trans-retinal, la forma isomerizada 
del 11-cis-retinal, dado que este se consigue comercialmente. Se ha probado que la opsina acoplada a 
proteinas Go de anfioxo es capaz de ligar ambas formas del retinal (Koyanagi et al, 2002; Tsukamoto, 
2005)   por lo tanto es probable que pScop2 sea capaz de ligar las dos formas del cromóforo.  
Finalmente, si la expresión funcional ha de ser evaluada electrofisiológicamente,  se requiere que el 
sistema heterólogo posea algún tipo de conductancia de membrana la cual pueda alterarse en 
respuesta a la activación de una proteína G heterotrimérica. De obtenerse esta condición,   la 
estimulación con luz desencadenaría una serie de eventos  resultantes en un cambio medible de 
corrientes de membrana.   
Una vez establecida la funcionalidad de pScop2, se podría determinar si contribuye a la respuesta en 
el sistema nativo, es decir las células ciliadas de la retina de P. irradians. Para esto sería necesario 
poder manipular Scop2 en el sistema endógeno. Desarrollar un knock out de este gen no es viable, ya 
que no existen las herramientas necesarias para este tipo de  manipulación; se podría sin embargo 
hacer un knock down. En esta técnica se introduce un  RNAs de interferencia que bloquea la 
expresión del gen de interés. El problema que surge con esta aproximación es que la eficiencia de 
silenciamiento lograda varia ampliamente: en algunos casos el silenciamiento puede ser casi 
completo con una eficiencia de más del 90% y en otros casos no supera  el 2% de inhibición del gen 
(Primrose y Twyman, 2006). Esto quiere decir que, aunque el procedimiento sea exitoso, siempre 
existirán moléculas de mRNA que se traducen y ejecutan su función. Este escenario es crítico en el 
análisis de un fotopigmento, como pScop2,  debido a que se sabe que en las células fotosensibles, 
estas proteínas se expresan en el orden de cientos a miles de millones: por ejemplo en 
fotorreceptores de Limulus polyphemus, existen más de mil millones de copias de rhodopsina (Lisman 
y Bering, 1977) y entre millones y miles de millones de copias en los receptores de vertebrados 
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(Makino et al, 2012). Esto implica que, aunque en un fotorreceptor se realicé un knock down de la 
opsina que media la repuesta a la luz, habrán muchas proteínas que se siguen expresando y por lo 
tanto la célula podría seguir respondiendo a la luz.    
Una manera de estimar el grado de silenciamiento logrado por un knock down de un potopigmento, 
sería haciendo uso de algunas observaciones electrofisiológicas: la isomerización de las opsinas causa 
un movimiento de cargas eléctricas debido al cambio de conformación que sufre el fotopigmento al 
absorber la luz (corrientes de desplazamiento); por definición, el movimiento  de una carga en el 
espacio es una corriente y aunque esta corriente sea diminuta, puede ser medida ya que durante un 
estímulo lumínico, miles de opsinas cambian su conformación al mismo tiempo y las pequeñas 
corrientes de desplazamiento se suman generando una corriente fácilmente detectable. Esta 
corriente se conoce como el potencial temprano del receptor (early receptor potencial, ERP). En 1977 
Lisman y Bering mostraron que la cantidad de opsinas en un fotoreceptor puede ser calculada a partir 
de la relación entre la intensidad de un destello  de luz necesario para evocar una respuesta discreta 
del fotorreceptor y la intensidad del flash necesaria para obtener la mitad de la corriente de un ERP 
(Lisman y Bering, 1977); además se determino que el número de opsinas isomerizadas es 
proporcional al tamaño de la corriente del ERP (Lisman y Bering, 1977).  
Si Scop2 es la opsina que media la respuesta a la luz en fotorreceptores ciliados de Pecten, entonces 
una reducción del ERP es de esperase en un knock down de esta proteína; el porcentaje de reducción 
del ERP será directamente relacionado al número de moléculas de Scop2 y por lo tanto al porcentaje 
de silenciamiento logrado mediante el RNA de interferencia. 
La expresión funcional también permitiría estudiar la posible bi-estabilidad de pScop2. Un 
fotopigmento bi-estable es aquel que puede ligar tanto 11-cis-retinal como todo-trans-retinal de 
forma estable. Evidencia de bi-estabilidad en pScop2 proviene de mediciones  de la dependencia de la 
longitud de onda en la polaridad del ERP en células ciliadas de la retina de P. irradians. Se mostró que 
la polaridad de la corriente generada por la isomerización del fotopigmento cambia si el fotoreceptor 
es iluminado con luz azul (500nm) o roja (575nm) sugiriendo dos estados estables del pigmento 
capaces de absorber a estas dos longitudes de onda. Los estudios también mostraron que el estado 
de isomerización de fotopigmento puede ser controlado dependiendo de la longitud de onda con la 
que se estimule el receptor (Cornwall y Gorman, 1983); además  la opsina acoplada a proteínas Go de 
anfioxo es capaz de ligar de forma estable   11-cis-retinal y todo-trans-retinal (Koyanagi et al, 2002; 
Tsukamoto, 2005). Para investigar sobre la posible bi-estabilidad de pScop2 se podría expresar esta 
proteína en levadura, purificarla y reconstituir el fotopigmento con 11-cis-retinal y todo-trans-retinal. 
Esto permitiría medir la absorbancia del pigmento reconstituido antes y después de ser iluminado con 
luces rojas o azules. Estas mediciones permitirían determinar si pScop2 es capaz de unirse a las dos 
formas del retinal y si estos dos estados pueden ser inter-convertidos entre sí con luces rojas o azules.  
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